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RESUMO

Uma nova abordagem para TF-SPME é apresentada usando a cortica
como fase extratora para a determinagéo de aminoacidos de interesse da
suinocultura (glicina, alanina, valina, isoleucina, leucina, tirosina,
fenilalanina e lisina) em amostras de conteudo ileal de suinos. Utilizou-
se TF-SPME combinado com o sistema 96 Well Plate, permitindo alta
frequéncia analitica devido a possibilidade de extracBes simultaneas de
até 96 amostras e a quantificacdo dos aminoacidos foi feita por
cromatografia liquida em analisador especifico. A cortica, sorvente
utilizada com fase extratora mostrou-se eficiente e estavel, sendo
possivel a reutilizacdo da mesma por 15 ciclos de analise. O método
otimizado consistiu, em 1mL da amostra hidrolisada como volume
inicial, 60 minutos de tempo de extracdo sob agitacdo de 250 rpm, com
pH menor que 1 e temperatura de 21°C. Para dessorc¢ao é utilizada uma
solucdo tampdo de citrato de sédio pH 2,2 durante 30 minutos sob
agitacdo de 250 rpm. Os limites de detecgdo variaram de 0,04 umol mL’
! para a fenilalanina até 0,09 pmol mL™ para a valina. Os limites de
quantificacdo obtidos foram de 0,12 umol mL™ para a fenilalanina até
0,29 pumol mL™ para a valina, com R? variando de 0,968 para glicina a
0,999 para a isoleucina e leucina. Esta nova abordagem surge como uma
alternativa bastante promissora para a analises em laboratérios de rotina,
uma vez que a fase extratora é de baixo custo e facil acesso e
biodegradavel, além de o método de preparo de amostras poder ser
totalmente automatizado, permitindo uma analise mdltipla, precisa,
rapida e com economia de reagentes.

Palavras-chave: Preparo de amostras, aminoéacidos, TF-SPME, 96-well
plate, cortica.






ABSTRACT

In this study a new approach to TF-SPME is presented with a
recommendation for the determination of amino acids of interest in
swine production (glycine, alanine, valine, isoleucine, leucine, tyrosine,
phenylalanine and lysine) in swine ileal content samples. TF-SPME
combined with the Well Plate 96 system was used, allowing high
analytical frequency due to the possibility of simultaneous extraction of
up to 96 samplesand an amino acid quantification was done by liquid
chromatography in specific analysis. The sorbent phase used (cork) was
efficient and stable, being possible to reused at least for 15 cycles. The
optimized method consisted of: 1 mL of the sample as the initial
volume, 60 minutes of extraction, 250 rpm of stirring, pH<1 and room
temperature (21°C). The sodium citrate buffer solution (pH 2.2) was
used for desorption during 30 minutes under stirring at 250 rpm.
Detection limits ranging from 0.04 pmol mL -1 for phenylalanine to
0.09 umol mL -1 for valine. The limits of quantification obtained were
from 0.12 umol mL -1 for phenylalanine up to 0.29 pumol mL -1 for
valine and the correlation coefficient ranging from 0.968 for glycine at
0.999 for and isoleucine and leucine. This new approach emerges as a
very promising alternative for analysis in routine laboratories, since it is
a sorbent phase of low cost, easy access and biodegradable. Besides, the
extraction steps of the method are possible to be fully automated, it
allows the analysis of many samples simultaneously showing accuracy,
quickness and with reagent economy.

Keywords: Sample preparation, amino acids, TF-SPME, 96-well plate,
cork.
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1 INTRODUCAO

As principais fontes de proteina produzidas e consumidas no
Brasil sdo as carnes de suino e de frango. O pais produz cerca de 3,7
milhGes de toneladas de carne suina por ano, sendo 732,9 mil toneladas
destinadas a exportagdo, posicionando-o como 4° maior produtor e
exportador mundial. Em relacdo a carne de frango, sdo mais de 12,9
milhdes de toneladas produzidas, sendo o 2° maior produtor e maior
exportador mundial, com 4,382 milhdes de toneladas exportadas
anualmente (ABPA, 2017). As duas atividades juntas consomem cerca
de 36,3 milhdes de toneladas de racdo (CONAB, 2015).

A producdo de suinos e aves no Brasil vem crescendo
anualmente a passos largos, e grande parte deste crescimento vem da
melhoria na é&rea nutricional, incluindo novos alimentos, aditivos
biotecnoldgicos e avancos na nutricdo de precisdo, em busca da
chamada proteina ideal (ROSTAGNO, 2007).

Na elaboracdo de racBes para animais monogastricos é de
fundamental importancia o conhecimento do valor nutricional dos
alimentos, representado pelo conteido de aminoacidos, coeficientes de
digestibilidade dos nutrientes e valores energéticos. O valor nutritivo da
proteina de um alimento depende de sua composi¢do em aminoacidos
(AA), de sua digestibilidade e disponibilidade (COSTA; GOULART,
2010).

Tem se investido muito em produtos capazes de melhorar a
digestibilidade dos alimentos, aumentando assim o seu rendimento e
diminuindo o desperdicio. Atualmente as empresas tem investido em
enzimas capazes de melhorar a digestibilidade dos alimentos,
aumentando assim a densidade nutricional sem o aumento do teor
proteico destes, inibindo ou suprimindo o efeito dos fatores anti-
nutricionais (SOUZA, 2011).

A formulacdo de racdo com base em um nivel minimo de
Proteina Bruta (PB) normalmente resulta em valores de proteina altos,
em funcdo da adocdo de margens de seguranca para garantir o
fornecimento dos AAs essenciais. Estratégias para maximizagdo do
desempenho com a formulagdo de dietas com margens de seguranga no
fornecimento de aminodacidos, de modo a atender as exigéncias dos
animais com maior demanda nutricional j& foram estudadas. Entretanto,
0 uso de margens de seguranca tem se demonstrado pouco efetivo, uma
vez que produz resultados inconsistentes sobre o desempenho dos
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animais, além de reduzir a eficiéncia de utilizacdo do nitrogénio
dietético e aumentar os custos de formulacdo sem modificacbes
relevantes na margem de lucro (Sirri e Meluzzi, 2012).

No entanto, hd que se salientar que 0s animais ndo tém
requerimentos nutricionais para PB em si, e sim para cada um dos AAs
essenciais constituintes das proteinas e para uma quantidade de
nitrogénio amino suficiente para a biossintese de AAs ndo essenciais
(COSTA; GOULART, 2010).

Seguindo esta ldgica, surgiu o conceito de proteina ideal
proteina ideal proposta pelos nutricionistas, que é definida como
balanco exato de aminodcidos que € capaz de prover sem excesso ou
falta, os requerimentos de todos os aminoéacidos necesséarios para a
manutencao animal e maxima deposicao proteica (SUIDA, 2001).

A formulacdo por proteina ideal tem algumas vantagens como
permitir expressar 0 potencial maximo de crescimento do animal,
melhorar a conversdo alimentar e reduzir custo alimentar, flexibilidade
na formulacdo de dietas, reducdo do nivel proteico das dietas, utilizacdo
de maior variedade de ingredientes e reducdo da excre¢do de nitrogénio
(ROSTAGNO, 2007). Todos estes aspectos repercutem em um sistema
de producdo mais sustentavel.

A importancia da quantificacdo dos aminoacidos na area de
nutricdo animal é essencial e imprescindivel. As determinagfes s&o
extremamente trabalhosas, demoradas, com um custo muito elevado e
somando-se a isso tem-se dificuldades de encontrar prestador deste
servigo para as matrizes de interesse da suinocultura, principalmente
conteldo ileal.

A utilizacdo de técnicas de miniaturizacdo no preparo de
amostras com a finalidade de diminuicdo de residuos, limpeza e
concentracdo da amostra tem sido usada cada vez mais em diferentes
tipos de matrizes. Estas técnicas sdo usualmente acopladas a sistemas
gue aumentem a frequéncia analitica como é o caso do sistema 96-Well
Plate.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Nutricdo de suinos

O Brasil, apesar de ser um dos maiores produtores de suinos do
mundo, até meados de 1983 ndo possuia uma tabela de referéncia
nutricional propria para suinos, baseando-se em informagdes de
composicdo de alimento e de exigéncias nutricionais estabelecidas no
exterior, principalmente em tabelas oriundas dos Estados Unidos e
Unido Européia. A partir de 1983, através do esforco de professores e
pesquisadores do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal
de Vigosa/MG, surgiu a Tabela Brasileira de Composicdo de Alimentos
e Exigéncias Nutricionais para Suinos e Aves, cuja Ultima atualizacdo
foi em 2017. Esta tabela baseia-se nos niveis de Energia Metabolizavel
(EM), minerais, vitaminas e proteina baseada em seus aminoacidos,
variando de acordo com a fase de crescimento e o sexo do animal.

Na producéo de suinos, a alimentacdo é o fator que mais onera
0 custo de producédo, sendo que cerca de 70% do custo é oriundo da
alimentacdo (Embrapa, 2016). Estes altos custos s@o normalmente
advindos das fontes proteicas utilizadas nas formulagdes das racdes para
0 plantel. Por isso é primordial para o equilibrio financeiro da produgéo
0 uso correto e adequado desta fonte de nutriente, principalmente os
dados referentes a concentracdo de cada aminodcidos presente nas
diversas fontes proteicas.

Além da questdo econdmica, a nutricdo desbalanceada de
suinos também afeta diretamente o equilibrio ambiental, com o0 aumento
da deposigdo de amdnia no solo, ar e 4gua oriunda da ingestdo excessiva
de proteinas pelos animais. Assim, além de contaminar o meio
ambiente, ocorre em prejuizo para o produtor, pois o animal ingere
alimento acima do necessario e 0 excedente proteico é desaminado,
sendo metabolizado pelo figado e excretado pelos rins, com a cadeia
carbonada utilizada como fonte de energia. Essa rota metabdlica gera
um gasto energético muito grande para o organismo animal. Alguns
estudos, por exemplo, relatam que o excesso de proteina bruta nas dietas
de monogastricos deprimem o desempenho por aumentar as exigéncias
de energia de manutencdo do animal, deixando um menor nivel
energético para fungdes de deposicdo muscular (ARAUJO et al., 2001).

Embora tenha-se o interesse de reduzir a proteina adicionada a
alimentacdo de suinos, para esta diminuicdo deve-se levar em conta a
necessidade minima de alguns aminoécidos chamados essenciais que
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sdo limitantes no desempenho do animal. Entre estes destaca-se
primeiramente a lisina, 0 que se deve a sua alta presenca na proteina
corporal e seu destino metabdlico preferencial para a deposicdo de
tecido muscular. Os outros sdo a metionina, treonina e triptofano, os
quais ndo sdo produzidos pelo organismo, sendo providos unicamente
através da alimentacao.

Partindo da premissa de utilizacdo consciente da proteina bruta
na alimentacdo animal, surgiram varios conceitos e tecnologias , dentre
eles reducdo da concentracdo de proteina bruta das racfes, aumento da
digestibilidade dos aminoacidos, formulagdo com base na proteina ideal,
utilizagdo de enzimas exdgenas como a fitase.

O conceito de proteina ideal, para o uso na nutrigdo animal,
estabelece que todos 0s aminodacidos essenciais sejam expressos como
proporcBes ideais ou percentagens de um aminodcido-referéncia.
Atualmente, o aminodcido utilizado como referéncia é a lisina (Parsons
e Baker, 1994).

A utilizacdo da fitase, enzima capaz de degradar o acido fitico
um fator anti-nutricional presente nas matérias primas de origem
vegetal, que além de indisponibilizar o fosforo ele também se liga a
nutrientes de carga positiva e forma complexos insol(veis com minerais,
proteinas, aminoacidos e amidos; e ainda pode se ligar a enzimas
digestivas (amilase, tripsina, pepsina, fosfatase &cida e outras) e
diminuir a atividade destas. A fitase tem sido utilizada com sucesso nas
racBes de suinos para liberar parte do fosforo complexado na forma de
fitato e melhorar a digestibilidade da proteina bruta e dos aminoacidos e
a absorcdo de minerais (KRABBE, 2012).

Estes novos conceitos e tecnologias empregados na nutri¢do de
suinos vem para auxiliar os produtores a atender as novas demandas de
carne suina mundial, conforme projecGes da FAO de aumento de
consumo de carne no mundo, e consequentemente de carne suina.

Segundo Rostagno et al. (2011) as formulagdes com redugéo de
proteina bruta obtiveram bons resultados de desempenho, bem como
uma reducdo significativa na contaminacdo ambiental causada pela
excregdo de nitrogénio, desde que mantidos os niveis recomendados de
aminoacidos essenciais.

Com o melhor entendimento do conceito de digestibilidade de
aminoécidos na determinagdo da composicdo de alimentos e das
exigéncias nutricionais para animais, foram obtidos avangos
significativos. Passou-se a considerar que os aminoacidos contidos na
proteina sé podem ser absorvidos no intestino delgado, ou utilizados ao
longo do trato gastrointestinal, apds a digestdo completa das proteinas,
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ou seja, quando o amino&cido estiver livre. Isso permitiu valorar
corretamente as matérias-primas quanto ao aproveitamento dos
aminoacidos. Alem disso permitiu a substituicdo da formulacdo de
ragbes com base em aminoacidos totais, que tinha por base
exclusivamente a lisina e metionina, mantendo um valor de minimo
protéico. Vale lembrar que varios fatores sdo responsaveis pela variacdo
no valor da digestibilidade dos nutrientes nos alimentos, e entre estes
podemos citar aqueles relacionados aos animais como a genética, idade,
niveis nutricionais das racGes e temperatura ambiente (NOGUEIRA et
al, 2012).

Para 0  desenvolvimento, aprimoramento e
acompanhamento destas tecnologias € de fundamental importancia a
andlise para determinacdo de aminoacidos na digesta suina, objetivo do
desenvolvimento e validagdo do método de preparo de amostras deste
projeto de pesquisa.

2.2 Aminoacidos:

Para a nutricdo de monogastricos existem 20 aminoacidos de
interesse e estes podem ser de dois tipos, aminoacidos essenciais e ndo
essenciais.

Os aminoacidos essenciais sdo 0s que nao sdo sintetizados pelo
animal ou séo sintetizados em niveis baixos, ja 0s ndo essenciais sao
sintetizados pelo organismo dos animais atraves de outros aminoécidos
(TORRINHAS, 2004).

Alguns destes amino4cidos essenciais sdo denominados
limitantes,.AA limitantes podem ser definidos como os AAs que estdo
presentes na racdo em uma concentracdo inferior a exigida pelos animais
para expressarem seu potencial de produgdo. Os requerimentos variam
de acordo com a fase de crescimento e o tipo de animal, por exemplo,
para aves 0s principais sdo a metionina, lisina, treonina e
arginina/glicina (COSTA et al., 2012), ja para suinos sdo a lisina,
treonina, metionina e triptofano. Considerando dietas constituidas por
milho e farelo de soja em aves o primeiro aminoacido limitante é a
metionina e em suinos, geralmente, é a lisina (NOGUERO et al., 2012).

Os aminoacidos exercem as diversas fungGes no metabolismo,
servindo para a construcdo de peptideos e proteinas, atua como
precursores de mediadores hormonais e outras moléculas funcionais, e
também como fonte de producdo de energia (CAMPBELL, 2007).
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Analisando quimicamente, os aminoacidos sdo compostos que
apresentam, em sua molécula, um grupo amino (-NH2) e um grupo
carboxila (-COOH); a Unica excecdo € a prolina, que contém um grupo
imino (-NH-) no lugar do grupo amino, um &tomo de hidrogénio e um
grupo variavel chamado cadeia lateral ou grupo R (Figura 01).

FIGURA 01 — Férmula geral de um aminoécido

|
‘N—C—C.
H | oH
R

H O

Fonte: Autoria propria

Existem varios critérios de classificacdo para 0s aminoacidos,
dos quais dois sdo quimicamente importantes. O primeiro deles é a
natureza polar ou apolar da cadeia lateral. O segundo depende da
presenca de um grupo acido ou béasico na cadeia lateral (MARZZOCO,
2007).

Quanto & primeira classificagdo os aminoacidos podem ser
divididos segundo suas cadeias laterais da seguinte maneira (Figura 02):
1-Aminoéacidos apolares, que contém grupo R constituidos por cadeias
com carater de hidrocarbonetos e hidrofobicos (glicina, alanina, valina,
leucina, isoleucina, metionina, prolina, fenilalanina e triptofano),

2-Aminoécidos polares sdo sub-classificados em trés classes de acordo
com a caracteristica do grupo R em pH 7: aminoacidos basicos, com
carga positiva (lisina, arginina, histidina); aminoacidos acidos, carga
negativa (aspartato e glutamato); e aminoécidos polares, sem carga
(serina, treonina e tirosina) (CAMPBELL, 2007).

Na Tabela 01 sdo apresentados os pKa’s dos aminoacidos para
que a classificacdo através da polaridade das cadeias laterais e a
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evidéncia do grupo é&cido ou basico na cadeia lateral auxilie na
interpretacdo da sua classe. O pka é valor do pH em que um acido se
apresenta 50% dissociado e é uma medida da sua forca &cida: quanto
maior for o valor do pKa, mais fraco sera o acido (MARZZOCO, 2007).

Os aminodcidos sem grupos carregados em suas cadeias
laterais existem em solugdo neutra como zwitterions (anféteros) sem
nenhuma carga liquida. Um zwitterion tem cargas positivas e negativas
iguais, ele é eletricamente neutro quando em solugcdo (MARZZOCO,
2007).

FIGURA 02 -Formulas estruturais dos Aminoacidos e sua classificagao.

Grupos R apolares, alifiticos Grupos R aromdticos
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Tabela 01 -Tabela de Valores de pK, para os diversos grupos ionizaveis
dos 20 a-aminoécidos que formam as proteinas e seus pontos

isoelétricos.

Aminoéacido Tipo Abreviatura |Letra | pK,, (-COOH) | pK.,(-NH;) [pK., (R})| pl
Glicina GLI G 2,34 9,78 6,06
Alanina ALA A 2,35 9,69 6,02
Valina WAL W 2,32 9,62 5,97
Leucina Neutros apolares LEU L 2,36 9,64 6,00
Isoleucina ILE I 2,36 9,68 6,02
Metionina MET M 2,28 9,21 5,75
Prolina PRO P 1,99 10,60 6,30
Fenilalanina PHE F 1,83 9,29 5,53
Tirosina Neutros aromaticos TRY Y 2,20 9,11 10,07 | 5,65
Triptofano TRP W 2,38 9,39 5,89
Serina SER S 2,21 9,15 5,68
Cisteina CYs c 1,96 10,28 8,18 | 5,07
Treonina Meutros polares TRE T 2,71 9,62 6,16
Asparagina ASG N 2,02 8,80 541
Glutamina GLN Q 2,17 9,13 5,65
f\cidoaspa’rtico 8 ASP D 2,09 9,82 3,86 2,97
- Acidos
Acido glutdmico GLU E 2,19 9,67 4,25 3,22
Lisina LYS K 2,18 8,95 10,53 9,74
Arginina Béasicos ARG R 2,17 9,04 12,48 | 10,76
Histidina HIS H 1,82 9,17 6,00 7.58

Fonte : HENRIQUEZ, 2018

Dado sua importancia na nutricdo animal, sdo 0s aminoacidos
entre 0s nutrientes de uma dieta os que mais impactam o desempenho
animal. Por isso é de extrema importdncia o conhecimento da
composi¢cdo de aminoacidos dos alimentos, tanto o0s usualmente
utilizados como os alternativos e ragfes, bem como seu aproveitamento
pelo animal.

Nutricionistas baseiam-se em aminoacidos digeriveis para a
formulacdo de racGes, para otimizar o uso de matérias-primas de alto
custo e ainda pelo fato de possibilitar a substituicdo dos alimentos
triviais das racdes (milho e da soja) por ingredientes alternativos,
garantindo equivaléncia de aminodcidos digestiveis, mesmo que em
alguns casos tenham que fazer correcGes das deficiéncias com a
suplementacdo de aminoacidos sintéticos (SAKOMURA; ROSTAGNO,
2007).

A digestibilidade dos aminoacidos é determinada pela diferenca
de aminodcidos consumida pelos animais e a excretada nas fezes ou pelo
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contetdo ileal, ou seja, é a quantidade de aminoacidos que o animal
utilizou para a sua nutricdo (TAVERNARI, 2008).

A necessidade evidente do conhecimento exato do contelido de
aminoacidos impulsiona a necessidade do refinamento analitico para
exatiddo nas analises e aumento da frequéncia analitica. Para alcancar
essa combinacdo torna-se essencial estudos dedicados com ampla busca
por conhecimentos da &rea assim como troca de experiéncias entre
laboratorios.

2.2.1 Métodos de determinagdo de aminoacidos

De acordo com o descrito anteriormente, com a utilizagdo
crescente do conceito de proteina ideal para a preparagdo de ragOes para
ndo ruminantes, demandou-se o conhecimento do perfil aminoacidico
dos alimentos utilizados como fontes proteicas. Através deste
conhecimento tornou-se possivel uma adicdo mais exata dos
aminocidos sintéticos comercializados atualmente.

Uma das areas de conhecimento que se dedica a estudos para
determinacdo de composicao, identificacdo e quantificacdo é a quimica
analitica. Esta compreende o conjunto de técnicas e medidas que visam
caracterizar a natureza e determinar a composicdo de amostras de
diferentes origens, em termos de elementos, espécies, ou agrupamentos
de atomos e moléculas a partir do desenvolvimento de metodologias
com sistematicas bem definidas (ARAUJO, et al., 2007).

Métodos tradicionais de andlise incluem procedimentos
guimicos utilizados para separar 0s nutrientes em questdo e mensurar o
montante destes em uma dada quantidade nos alimentos. Os métodos
tradicionais sdo trabalhosos, demorados e produzem residuos tdxicos.
Dentre os métodos utilizados para a avaliacdo do contetido aminoacidico
das amostras destacam-se:

o  Cromatografia l6nica;

o  Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC);

e  Espectroscopia de Refletancia do Infravermelho Préximo
(NIRS) (ARAUJO, et al., 2007).

As determinacdes de aminodcidos por cromatografia ibnica
estdo ultrapassadas, nos dias atuais utiliza-se a técnica por HPLC,
técnica esta empregada nos analisadores de aminoacidos atuais. Quanto
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a técnica NIR, ela necessita de analises por outros métodos para
alimentar o seu banco de dados, salienta-se ainda que esta técnica é de
predicao.

2.2.1.1 Determinacdo de aminoacidos por cromatografia liquida de
alta eficiéncia

Em se tratando da andlise para determinacdo de aminoécidos,
apo6s um moroso, mas imprescindivel preparo de amostra, esta ¢ injetada
ao cromatografo para que ocorra a separacdo dos componentes. Dado a
estrutura dos compostos aminoacidos estes precisam de um processo
extra, que normalmente ocorre apds a coluna, onde sdo derivatizados
para que se tornem cromdforos e a partir deste processo gerarem um
sinal no detector.

Apesar da inquestionavel evolucdo da técnica de cromatografia,
um equipamento concebido para ser um cromatdgrafo liquido
convencional ainda apresenta algumas desvantagens frente a
equipamentos com designer especifico para analises de aminoacidos.
Entre essas desvantagens podemos citar a diminui¢do da intensidade do
sinal dos picos ao longo de uma batelada de amostras, devido a
exposicdo da nihidrina que sofre processos de degradagdo e altera a
eficiéncia da derivatizacdo ao longo do tempo. Este fato torna ainda
mais trabalhosa a analise e exige cuidado extremo para se ter exatiddo
na analise. (HARRIS, 2008)

2.2.1.2 Determinacdo de aminoacidos por analisador especifico para
este fim

Os analisadores de aminoacidos foram desenvolvidos utilizando
a técnica de HPLC, podem trabalhar com diversos tamp0es diferentes na
fase mdvel, o que representa uma gama maior de eluentes diferentes ou
de diferentes pHs de um mesmo eluente, auxiliando na separagéo dos
elementos na coluna de separagéo (Figura 03). Utilizam colunas de alta
eficiéncia desenvolvidas especificamente para estas analises, 0 que
resulta em uma melhor separacéo dos aminoécidos (ROCCA, 2003).

Outra vantagem do Analisador de aminoacidos sobre a técnica
do HPLC convencional é a estabilidade da nihidrina, derivatizante
utilizado neste trabalho. A nihidrina é misturada ao seu tampdo no
momento da anélise, diminuindo assim a possibilidade de sua
degradacdo, diferente do que ocorre no HPLC convencional onde a
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solucdo fica pronta em frasco por um grande intervalo de tempo,
fazendo com que a intensidade dos picos diminuam com o passar do
tempo, pela degradacdo da nihidrina (ARAUJO, 2007).

FIGURA 03 — Esquema de um analisador de aminoacidos
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Fonte: Adaptado de ROCCA, 2003

Os analisadores de amino&cidos realiza as analises em menor
tempo e com uma melhor separacdo devido ao uso de diversos tamp&es
e da coluna de alta eficiéncia,ndo necessita utilizar padrbes para
verificacdo da eficiéncia da nihidrina com a mesma frequéncia do HPLC
convencional, tendo um menor custo de analise, tempo e reagentes em
comparacao a técnica de HPLC convencional.

Outra especificidade dos analisadores de aminoacidos é quanto
a sua configuracdo, que pode ser para analises de hidrolisado proteico ou
fluidos fisiolégicos, onde o nimero e as solugdes dos tampdes variam,
assim como as colunas que sdo especificas para cada configuracdo. O
que garante uma melhor separacdo e menores tempos de corrida
cromatogréfica para cada matriz.

2.3 Técnicas de preparo de amostra
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Embora tenhamos um avanco significativo nos Gltimos tempos
em equipamentos e detectores capazes de analisar os mais diferentes
compostos presentes nas mais diferentes matrizes, a maioria das
metodologias ainda necessita de algum pré-preparo na amostra,
principalmente as mais complexas como € o caso do conteudo ileal, que
¢ composto pelo resto do alimento degradado pelo estomago do
suino(por¢do do alimento que ndo foi absorvida pelo animal) ou com
concentracbes muito baixas (REZAEE et al, 2010, MERIB e
CARASEK, 2013).

O preparo de amostra tem por finalidade extrair os analitos de
uma matriz, e ainda minimizar ou anular os efeitos da mesma na analise,
esses efeitos podem suprimir ou exacerbar a resposta a certo analito na
presenca de constituintes da matriz (MERIB e CARASEK, 2013).

Segundo Kokosa et al.,2009, as diversas técnicas de preparo de
amostras tem como objetivos a simplificacdo da amostra, concentragéo
do analito, limpeza da amostra e representatividade da amostra.

Podemos distinguir as técnicas de preparo de amostras em 2
grupos, as chamadas técnicas classicas que utilizam um grande volume
de solventes organicos e amostras e as técnicas modernas ou
miniaturizadas de preparo de amostras.

2.3.2 Técnicas modernas de preparo de amostras

Dado as varias desvantagens relacionadas ao preparo de
amostras pelas técnicas classicas, foram desenvolvidas técnicas mais
modernas de preparos de amostras, visando miniaturizar 0s processos e
assim reduzir o uso de solventes organicos toxicos e potencialmente
poluidores, assim como o volume de amostra. Podemos destacar
algumas destas técnicas como a microextracdo em gota Unica (SDME), a
microextragdo em fase sélida (SPME), microextracdo em filme fino,
(TF-SPME) a microextracdo em fase liquida suportada por membrana
oca (HF-LPME) e a microextracédo liquido-liquido dispersiva (DLLME)
(Merib e Carasek, 2013). Neste estudo serdo abordadas mais
detalhadamente as SPME e TF-SPME, as quais foram utilizadas neste
trabalho.

2.3.3 Microextracdo em Fase Sélida — SPME

A técnica foi proposta no final da década de 1980 e inicio dos
anos 1990 (ARTHUR e PAWLISZYN, 1990). Ela tem sido aplicada a
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amostragem e analise ambiental, alimenticia, biolégica, forense e
farmacéutica.

E uma técnica simples, relativamente rapida e que dispensa o
uso de solventes extratores organicos, além da fibra poder ser reutilizada
(MOHAMMADI et al., 2005). A técnica baseia-se no principio da
adsorcdo/absor¢do dos analitos por uma fase extratora a qual reveste
uma fibra e a sua subsequente dessor¢do (KATAOKA et al., 2000).
Uma grande vantagem desta técnica é que combina amostragem,
isolamento e enriquecimento em uma Unica etapa, tornando-se atraente
como alternativa as técnicas convencionais de preparo de amostras.

A técnica baseia-se no equilibrio de particdo/distribui¢do dos
analitos entre a fase extratora e a matriz (OUYANG e PAWLISZYN,
2008). A fase extratora pode ser formada por um sélido sorvente de alta
porosidade ou por polimeros liquidos de alta massa molar.
Microquantidades de fase extratora sdo fixadas sobre um suporte de
silica fundida, stableflex ou haste de metal que sdo expostas a amostra
para extrair os analitos (Figura 04). Esta fibra apds o processo de
extracdo pode ser diretamente inserida no equipamento e analisada por
cromatografia gasosa ou liquida, diminuindo possiveis perdas de
analitos quando comparado a outras técnicas que necessitam de varias
etapas. (OUYANG et al., 2006).

Figura 04 - Sistema instrumental para SPME.
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FONTE: ADAPTADO DE SIGMA ALDRICH, 2018

A SPME possui trés modos de extracdo que sdo: Imersdo Direta
(DI, do inglés Direct Immersion), Headspace (HS) e protecdo com
membrana. Na DI a fibra fica imersa na amostra, enquanto na HS fica
exposta no espaco vazio acima da amostra. JA na protecdo com
membrana a fibra fica imersa na amostra, porem sem contato pois a
membrana a protege.(Figura 05)
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FIGURA 05 — Modos de extracdo para SPME: (A) Imersdo Direta; (B)
Headspace; (C ) Protecdo com membrana.
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Fonte: PAWLISZYN (2009).

O modo de extracdo é determinado pela volatilidade do analito
e complexidade da amostra. Quando o analito é pouco volatil e a
amostra ndo é danosa a fibra utiliza-se a DI. Ja quando o analito tem alta
volatilidade e/ou a amostra é danosa a fibra utiliza-se 0 modo HS e a
protecdo de membrana é utilizada quando a amostra possui analitos
pouco volateis e interferentes ndao volateis e com alta massa molar ou é
dificultada a utilizacdo dos outros dois modos. (PAWLISZYN, 2009)

O equilibrio quimico na SPME é descrito por um sistema de
equacdes de acordo com o modo empregado (OUYANG et al., 2008).
Utilizou-se 0 modo DI neste trabalho, e por isso maior énfase sera dada
a equacdo que descreve o equilibrio neste modo. Sendo o DI, um
sistema bifasico, considera-se completo o processo de extracdo quando a
concentracdo do analito atinge o equilibrio entre a amostra e a
fibra.(Figura 06)

Amostra
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FIGURA 06- Representacdo da extracdo por DI-SPME.
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Fonte: PAWLISZYN (2009).

As equacdes 1 a 6 descrevem este processo, onde inicialmente
se tem a concentracdo do analito em equilibrio na amostra e na fibra,
através da constante de
distribuicdo Ky (equacdo 1):

CONCymostra = CONCriprg

CG’}
Krs = = (1)

s

Conforme a lei de conservacdo das massas, tem-se no sistema de
equilibrio descrito pela equagéo 2:

CoVo= C2Vo+ CFVr (2)

S
Onde cada variavel representa

Co = concentracao inicial do analito

V; = volume da amostra

C&= concentracao no equilibrio do analito na amostra

Cf = concentragdao no equilibrio do analito no recobrimento

Vf = yolume do recobrimento da fibra
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Rearranjando a equacdo (1), para isolar a concentracao no equilibrio do
analito na amostra, tem-se (equagéo 3):

c®
=g
Substituindo-se a equacdo (3) na equagéo (2), tem-se (equacao 4):
Cf
GV = I’; — + GV,
KesCoVe = CFVs + KpsCPVy
KesCoVs = G (Vs + KpsVy)
Cf Vs+ KfsCrVy

CoVs = =
K¢V
Cf": — CDL (4)
KfsVp+ Vs

Através da relagdo entre concentragdo e numero de mols, tem-se
(equacdo 5):

o _ " (g
CJF = v ()
Onde:

nf = ndmero de mols do analito no equilibrio extraido pelo
recobrimento.

Por fim, substituindo-se a equagéo (5) na equagdo (4), tem-se (equagéo
6):
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i C KgsVs

Ve O KpVr+Vs
KeVe V

ng = CO_M. (6)
KfSVf'l-Vs

Nestas equagdes descritas matematicamente, principalmente as
equacOes 4 e 6, indicam a massa de analito que foi sorvida posterior ao
equilibrio ter ocorrido. Como o nf é proporcional a concentragéo inicial
do analito na amostra, € possivel realizar a quantificacdo do analito de
interesse do método com a técnica de SPME.(DIAS, 2015)

O sistema de equilibrio baseou-se em aspectos termodindmicos
e cinéticos. Aspectos termodindmicos que afetam o equilibrio de
particdo entre a fibra e a amostra (Kfs) incluem temperatura, forca
ibnica (adicdo de sal), pH e presenca de solvente organico em agua. Os
aspectos cinéticos sdo a agitacdo da amostra e tempo de equilibrio,
ambos correlacionados.

Quando aumentando-se a temperatura durante a extracao tem-se
um aumento da difusdo do analito ao redor da fibra. No modo de
extracdo utilizando o headspace da amostra, a temperatura ajuda na
transferéncia dos analitos da matriz da amostra para o seu headspace.
Entretanto, um aumento na temperatura reduz a constante de
distribuicéo porque a etapa de sor¢do dos analitos na fibra é um processo
exotérmico, o que diminuiria a sor¢do dos analitos, porem no modo ID
vai depender da capacidade de difusdo do analito (PENALVER, et al.,
1999).

Quando ha a adicdo de um eletrélito forte a amostra tem-se a
diminuigdo da solubilidade de compostos pouco polares, forcando-os a
passar a fase vapor ou a fibra. Porém a adicdo d eletrélitos pode ser
desfavoravel para compostos muito polares e/ou ionizados, uma vez que
sua atividade na solucdo aumenta (KOMATSU, 2004).

Levando-se em conta que somente a forma ndo dissociada de
um composto pode ser extraida pelo recobrimento da fibra, pode-se
ajustar o pH para que os analitos com caracteristicas acidas ou basica
possam ser extraidos. O ajuste do pH de uma solucdo aquosa afetara a
constante K para espécies dissociaveis.
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Através destas defini¢Bes, analitos basicos necessitam estar em
pH basico para serem extraidos, assim como analitos acidos necessitam
estar em pH &cido, verifica-se que uma condicdo ideal para analitos
acidos é a utilizacdo de um pH da amostra 2 unidades menores que o
valor de pKa. Em contrapartida, para analitos basicos um pH 2 unidades
acima do pKa favorecera a extragéo, tendo em vista que a forma neutra
do analito predominara (DIAS, 2015).

Quanto aos aspectos cinéticos, independente do mecanismo
fisico-quimico presente na extracdo, tanto adsorcdo ou absorcdo, O
tempo de necessario para atingir o equilibrio de distribuicdo dos analitos
entre amostra e fibra vai depender da velocidade com que as moléculas
do analitos sdo transportadas por essas fases e atravessam as interfaces
dos componentes do sistema (BORGES et al., 2015).

Pode-se utilizar a agitacdo do sistema de amostras para
aumentar a velocidade na qual os analitos migram da amostra para a fase
extratora, tais como fluxo da amostra, agitacdo do frasco da amostra,
sonificacdo e movimentacdo da fibra. Assim reduz-se os efeitos da
camada limite, uma regido que se forma entre a superficie da fase
extratora e a amostra, na qual a difusdo do analito é menor, criando uma
espécie de “barreira” para a transferéncia da substancia alvo
(PAWLISZYN, 2012). Portanto se for considerado uma agitacdo
perfeita, a fase aquosa se move tdo rapidamente em relagdo ao
recobrimento da fibra que todos os analitos tém acesso a fase extratora.

Visando um aumento na capacidade de sor¢cdo dos analitos,
foram surgindo novas técnicas de microextragdo, e uma técnica foi
derivada da SPME, e que foi utilizada neste trabalho foi a microextagédo
em filme fino (TF-SPME).

2.3.4 Microextragdo em fase solida por filme fino. (TF-SPME)

A técnica foi introduzida por Pawliszyn et. al. (2003). com o
objetivo de tornar a técnica mais sensivel. Alterando a geometria
cilindrica presente na SPME, a TF-SPME modifica propriedades
significativas referentes a melhora na extracdo dos analitos (JIANG e
PAWLISZYN, 2012).

A geometria retangular e em forma de uma pelicula fina (Figura
07), a TF-SPME apresenta uma espessura da fase extratora menor em
relacdo a SPME, o que representa uma area superficial maior da fase
extratora. Reduzindo o tempo de extracdo dos analitos e aumentando a
guantidade extraida (BOYACI, et al, 2016).
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FIGURA 07 - Geometria retangular para as peliculas de TF-SPME com
tamanhos de 1 cm de altura e 2 mm de largura.

Fonte: MIRNAGHI, 2012

Conforme as equacles definidas anteriormente no item 2.3.3,
para 0 modo DI da técnica SPME, que se aplica também a esta técnica,
pode-se avaliar os parametros que foram alterados pela técnica TF-
SPME.

Conforme a equagdo 6 do modo DI da técnica SPME:

Ao aumentar o volume da fase extratora, Vf, aumenta-se a
guantidade de mols de analito extraido pelo recobrimento, o que €
representado pela proporcionalidade do nf, provando a melhora na
eficiéncia da extracdo e também demonstrando a quantificacdo através
da técnica (Jiang e Pawliszyn, 2012).

Com o avanco e desenvolvimento da TF-SPME, estudou-se o
acoplamento de outros instrumentos, como foi 0 caso do sistema de 96-
well plate com a finalidade de melhorar a frequéncia analitica.

2.4 Sistema de 96—-well plate

Visando agilizar e maximizar a frequéncia analitica
recentemente, um sistema foi desenvolvido para a utilizacdo da SPME,
principalmente no formato de filmes finos, que sdo caracteristicos da
TF-SPME (MIRNAGUI, et al., 2013).

O sistema de 96-well plate é composto de um amostrador
automatico ou manual e seu objetivo é a extracdo simultanea de até 96
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amostras. Através de conjunto de espacos, denominado pogos, com
volumes que podem variar de 0,250 a 2 mL, onde introduz-se a amostra
contendo os analitos. Em uma escova, contendo um conjunto de 96
pinos, onde sdo incorporados os filmes da fase extratora.

O sistema também pode ser utilizado para a etapa de dessorcéo,
sendo introduzido o solvente de dessor¢do nos po¢os com volumes que
podem variar de 0,250 a 2mL, imergindo-se as peliculas de fase
extratora para a dessorcao dos analitos. Na Figura 08 estdo apresentadas
as principais partes para um sistema manual de 96-well plate.
.(MIRNAGUI, et al., 2012)

FIGURA 08 - a) Sistema manual 96-well plate; b) pinos contendo o
filme fino da fase extratora; ¢) escova contendo as 96 Iaminas; d) po¢os
para introducéo da amostra.

Fonte: Mores, 2016.

Atualmente a técnica de TF-SPME vem sendo utilizada
acoplada com um sistema de placas de 96 pocos (96-Well plate), assim
fornecendo a preparacdo simultdnea de 96 amostras (Morés; Dias e
Carasek, 2017).

Este sistema também foi utilizado para extracdo de
aminoacidos livres por um polimero sintético aderido a uma lamina de
aco inoxidavel acoplado ao sistema 96 Well Plate em amostras de polpa
de uva (Mousavi, et al. ,2013).

Este sistema permite o recobrimento dos pinos dos pentes
pelos mais diversos tipos de sorventes, inclusive os biossorventes que é
objeto deste trabalho.
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2.5 Biossorventes aplicados na quimica analitica

Biossorventes sdo materiais formados por macromoléculas que
contém varios grupos funcionais que sdo habeis para interagir com
compostos através de diferentes fendmenos como sor¢do, complexacao
e troca ibnica (DEMIRBAS, 2008).

Os principais usos desses biossorventes tém sido na
determinacdo de metais em matrizes bioldgicas e ambientais. Poucos
estudos utilizam biossorvente para extracdo de compostos organicos, e
esses poucos se caracterizam pelo uso de biossorventes para remogéo de
poluentes da agua (DIAS, 2015).

Estes revestimentos vém sendo desenvolvido como alternativa
ao uso de revestimentos comerciais empregados em técnicas de
microextragdo, como por exemplo a microextracdo em fase solida,
SPME (MORES, 2016).

Um biossorvente que vem sendo utilizado recentemente e que
possui boa sor¢do de compostos organicos € a cortica (MERIB, J.,
CARASEK, E., 2013).

2.6 Biossorvente cortica aplicado a metodologias analiticas

A cortica é a casca do sombreiro (Quercus suber L.), e é uma
matéria-prima natural, renovavel e biodegradavel. Este biossorvente tem
uma estrutura celular alveolar semelhante & do favo de mel, e as suas
células sdo constituidas principalmente dos biopolimeros hidrofébicos,
suberina (40%) e lignina (24%), ceras e outros produtos (15%) e ainda,
polissacarideos (20%) (celulose e hemicelulose) que conferem um
carater hidrofilo a este biossorvente. Esta composicdo tem uma forte
influéncia sobre as propriedades mecénicas (DIAS,2015).

Este biossorvente ja foi utilizado em varios trabalhos, utilizando
a técnica de SPME (DIAS, et al.,2013, DIAS, et al., 2014, DIAS, et al.,
2015, MORES, 2016). A cortica possui diversas qualidades, entre elas
destacam-se as de ser um material leve, viscoelastico, impermeavel a
liquidos e gases, bom isolante térmico, acUstico e elétrico, e além disso,
¢ natural, renovavel e biodegradavel. Por possuir estas caracteristicas
tem sido utilizada em diversas técnicas onde foi possivel determinar que
possui uma boa adsor¢do de compostos organicos poluentes, devido
sobretudo a presenca de lignina em sua composicdo e também pela
presenga de poros em sua estrutura, mostrada na Figura 09 obtida por
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microscopia eletrénica de varredura (OLIVELLA, et al, 2012;
FERNANDES, et al., 2015).

Figura 09 - Representacdo dos poros da cortica através de microscopio
eletronico de varredura (SEM), nas direces nao radial (NR direction) e
radial (R direction).

500 pm

Direcdo NR Estrutura da Cort(;a 3D Direcdo R
Fonte: FERNANDES, 2015

Por possuir grande heterogenicidade de composicao e estrutura,
a cortica € um material promissor para uso em quimica analitica, por ser
ecologicamente correto, visto que ndo necessitam ser derrubadas arvores
para a sua retirada, ja que a cortica é oriunda da casca da arvore e apos a
sua retirada ela se regenera, este sorvente propicia o desenvolvimento de
um novo revestimento em diversas técnicas de preparo de amostra e vai
de encontro ao proposto pela quimica verde (OLIVELLA, et al, 2012).



3 PLANEJAMENTO E OTIMIZACAO DE EXPERIMENTOS

Existem métodos univariados e multivariados, para
otimizagdes de metodologias. No modo univariado avalia-se apenas um
pardmetro por vez e ndo se leva em consideracdo a influéncia das
interacdes entre as varidveis (Bezerra et al., 2008). Como métodos
multivariados de otimizacdo ha diversos, sendo que um dos mais
utilizados é metodologia de superficie de resposta.

Outro planejamento muito utilizado para otimizar uma mistura
de trés componentes e que foi utilizado neste trabalho é a superficie
triangular  (simplex-centroid), conforme Figura 10. Obtém-se a
superficie de resposta, onde cada vértice do tridngulo(xy, Xz, Xs)
representa um componente puro, ou seja, a proporc¢do é 1:0:0. No ponto
situado entre os vertices ocorre uma mistura entre dois componentes na
proporcéo de 1:1:0. No ponto central do tridngulo tem-se a mistura de
trés componentes na proporgdo de 1:1:1.

FIGURA - 10. Simplex-centroid utilizada para otimizar mistura de trés
componentes.

X, - X,

Fonte: Adaptado de FERREIRA et al. (2007).

Utilizou-se um planejamento simplex-centroide para a avaliagao
da dessor¢éo dos analitos, utilizando trés diferentes dessorvente, puros e
em diferentes combinagdes, e o0s resultados foram analisados
graficamente. Os dessorventes utilizados foram o tampéo citrato de
sodio pH 2,2, acetonitrila e metanol.

Apos a otimizacdo do método analitico este deve ser validado
baseado em alguns pardmetros de mérito. Quando se necessita de
validacdo total do método, a mais comum € a "single-laboratory method
validation” (IUPAC, 2002). Para laboratdrios de pesquisa onde esta
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validacdo completa ndo é necessaria, normalmente sdo considerados
alguns parametros de mérito: limites de deteccdo e quantificacdo, faixa
linear, coeficiente de determinacéo (r®), exatiddo e precisio. O limite de
deteccdo pode ser calculado como sendo 3 vezes o desvio padrdo do
primeiro ponto da curva analitica (no método de adicdo de padrdo), e o
de quantificacdo como 10 vezes o desvio padrdo do primeiro ponto da
curva analitica (no método de adicdo de padrdo). Os valores dos
coeficientes de determinacéo (r®) relatados na literatura s&0 no minimo
> 0,9 (ALMEIDA e NOGUEIRA, 2014; CABUK et al., 2012). A
exatiddo € avaliada em termos de porcentagem de recuperacao,
considerando valores aceitaveis entre 80 e 120%, com uma precisao
associada < 20% (SANCO, 2013).

A comparacdo entre métodos também é muito utilizada em
trabalhos cientificos para validacdo de novas metodologias efou
adaptacdes, comparando sempre uma nova e/ou adaptada com uma
metodo oficial.



4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Desenvolver e aplicar um método alternativo de extracdo de
aminoacidos em contetdo ileal de suinos, aplicando a técnica de
microextracdo em filme fino (TF-SPME), em conjunto com o sistema 96
well plate, utilizando a cortica como fase extratora e quantificagdo pelo
Analisador de Aminoacidos Hitachi 1-8900.

4.2 Objetivos especificos

- Otimizagdo dos parametros de extragdo (tempo de extracdo) e
dessor¢éo (solvente, tempo) para microextragcdo em filme fino.

- Avaliar os parametros de mérito, como limite de quantificacdo (LOQ),
limite de deteccdo (LOD), faixa linear, coeficiente de determinacdo (r?),
exatiddo (através da recuperacdo) e precisdéo (RSD%) do método
proposto.

- Avaliar a durabilidade dos pentes de extragdo, com o numero de
extracdes que podem ser feitos com os pentes sem que haja perda da
eficiéncia.

- Aplicacdo do método desenvolvido em amostra reais, comparando
com método oficial AOAC 994.12.



5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Instrumentacgdo

O experimento foi conduzido nas dependéncias da Embrapa
Suinos e Aves em Concordia—SC, pois 0s materiais e equipamentos
necessarios para as determinacdes de aminoacidos fazem parte da
estrutura da empresa e foram cedidos para a realizagdo do trabalho.

Um analisador de aminoacidos da Hitachi 18900 configurado
para analises de hidrolisado proteico foi utilizado para realizacdo das
determinacdes,

O método utilizado foi 0 método indicado pelo fabricante para
analise de hidrolisado proteico, ndo sendo otimizado, utilizando a coluna
standard 4,8X80 da Hitachi, com uma temperatura da coluna de reacéo
de 135°C e da coluna de separacdo de 57°C, com um fluxo constante de
Nihidrina de 0,220 ml/min e um fluxo da fase movel de 0,250 ml/min
utilizando gradiente de fase movel e fluxo constante. O método esta
apresentado a seguir (Figura 11).
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FIGURA 11 : Método padrdo para analise de aminoacidos em
hidrolisado proteico do analisador de aminoacidos Hitachi 1-8900.
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Fonte: Print screen da tela do software da openlab.

Outros equipamentos foram utilizados durante o experimento,
0s quais podem ser listados: balanca analitica de 4 casas decimais,
marca Bel, pHmetro digital de bancada, modelo HI 113, marca
HANNA, forno estufa marca Ethiktechnology, pipetadores automaticos
de 20 -200 pl da Eppendorf, de 100 -1000 pl da Peguepet ¢ de 1-10 ml
da Eppendorf e agitador de microplacas da Nova Instrumentos, modelo
NI-1154.

O sistema 96-well plate de preparo de amostras, foi adaptado do
fabricante Briider Mannesmann Werkzeuge (Remscheid, Alemanha),
conforme Figura 12.
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FIGURA 12 - Sistema 96 Well Plate adaptado.

Fonte: autoria Propria

O sistema consiste em uma mesa agitadora de microplacas,
onde sdo encaixadas as placas com o0s 96 pogos, serve tanto para 0s
pogos de 2 mL quanto para os de 0,300 mL, ela possui temporizador e
medidor de velocidade de agitacdo digital. O pente que foi
confeccionado conforme o item 5.4 é preso a uma garra metélica, que
por sua vez esta fixado a um suporte universal, o pente tem a altura
regulavel manualmente.

5.2 Reagentes, Solventes e Materiais

Os padrdes certificados NIST dos amino&cidos glicina, alanina,
valina, isoleucina, leucina, tirosina, fenilalanina, lisina e também o
padrdo interno norleucina foram obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, EUA), bem como uma solugéo padrdo contendo 18 amino4cidos. A
acetonitrila grau HPLC também foi obtida da Sigma-Aldrich.

Os reagentes e solventes utilizados foram: metanol grau HPLC
(J. T. Baker), &gua ultrapura foi obtida a partir do sistema Milli-Q da
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Millipore, acido cloridrico P.A. da Vetec, hidrdxido de sodio P.A. ACS
(Alphatec).

Os reagentes para preparacdo dos tampdes da fase movel do
analisador de aminoécidos com pH de 3,3(tampédo 1), 3,2(tampéo 2),
4,0(tampédo 3) e 4,9(tampédo 4) foram os seguintes: citrato de sddio
diidratado P.A. da Vetec,hidroxido de sodio P.A. da Vetec, cloreto de
sodio P.A. ACS, &cido citrico P.A. da Vetec, etanol absoluto ACS da
Merck, benzyl alcool P.A. da Vetec, tiodiglicol pureza >95% da Sigma-
Aldrich, Brij-35 da Sigma-Aldrich, &cido caprico P.A. da Synth. Os
reagentes para a nihidrina, derivatizante do analizador de aminoé&cidos,
foram os seguintes: propilenoglicol metil éter da Sigma-Aldrich,
nihidrina P.A. da Sigma-Aldrich, boroidreto de sodio P.A. ACS da
Biotec, acetato de litio diidratado da Sigma-Aldrich, &cido acético
glacial P.A. ACS da Biotec.

A corti¢a, utilizada neste trabalho, foi preparada seguindo a
metodologia de Dias et al. (2015). A cortica foi obtida de rolhas
descartaveis de vinhos, sendo seu p6 produzido por uma lixa de madeira
e peneirado com granulometria média de 200 mesh.

Filtro de seringa 0,22 pm hidrofilico, seringa descartavel de 1
ml, vial de vidro de 1,5 ml com tampa e septo, frascos de vidro de 20
ml, beckers de 20, 50, 100 e 1000 ml, balGes volumétricos de 100 e
1000 ml e provetas de 500 e 1000 ml também foram utilizados.

5.3 Analitos estudados

Neste trabalho foi desenvolvido método para a determinacéo de
8 aminoéacidos(glicina, alanina, valina, isoleucina, leucina, tirosina,
fenilalanina e lisina) em amostras de contetdo ileal de suino e a técnica
de preparo empregada foi TF-SPME.

5.4 Amostras

Para o desenvolvimento do trabalho, foram utilizadas as
amostras de conteldo ileal de suinos provenientes de estudos de
metabolismo realizados na Embrapa Suinos e Aves, em projeto que
contempla a avaliacdo de diferentes doses e tipos de enzimas no
desempenho e digestibilidade de nutrientes em suinos. Foi realizada a
determinacdo de nitrogénio total (pela técnica de combustdo, pelo
equipamento DUMAS) e calculada a proteina bruta para estas amostras.
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5.3.1 Procedimento de hidrélise das amostras

As hidrdlises para determinacdo de aminoacidos pelo método da
AOAC 994.12 sdo divididas em 3 grupos: 1 — para analise dos
aminoacidos chamados convencionais e que resistem a a¢do do HCI 6
mol L™ 2 — para andlise de aminoacidos sulfurados, que Ss&o
parcialmente degradados pela acdo do HCI 6 mol L™, e que precisdo de
um protetor para resistir a hidrélise e 3 — para o triptofano, que €
totalmente degradado pela acdo do HCI 6 mol L™, sendo para este
aminocido utilizada uma hidrolise bésica.

As amostras foram hidrolisadas seguindo determinacdo da
AOAC 994.12, para amostras convencionais, tendo em vista que 0s
aminoAcidos de interesse do trabalho se enquadravam nesta condicéo.

As amostras foram pesadas em uma ampola de vidro de 10 ml,
numa fragdo correspondente a 20 mg de proteina, adicionado 10 mL de
HCl 6 mol L™ Apés, as ampolas passaram por um Sistema
nitrogénio/vacuo (conforme Figura 13), a fim de retirar todo o oxigénio
presente na ampola para que ndo ocorra possiveis perdas de aminoacidos
por oxidacdo durante o processo de hidrolise e entdo seladas com
magcarico. Entdo as ampolas foram para a estufa previamente aquecida a
110°C e em banho de areia sendo mantidas nessa condicao por 22 horas.
Apo6s foram retiradas da estufa e acondicionadas em geladeira até
andlise. Preconiza-se um tempo de no méximo 1 semana para analise,
caso 0 tempo seja superior, as amostras sdo congeladas para evitar sua
deterioragéo.

Apobs rompidas as ampolas com as amostras, estas devem ser
filtradas em papel filtro de porosidade média para retirar o material
particulado mais grosseiro, para posterior seguimento da analise.
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FIGURA 13 - Sistema vacuo/nitrogénio usado na etapa prévia a
selagem das ampolas.

Fonte: Autoria prc’)pria.

5.4 Confecgdo e limpeza dos pentes utilizados na etapa de extracdo

A cortica utilizada tem origem em rolhas de garrafas de vinho
oriundas do comércio da cidade de Concordia/SC. Por isto, antes de
serem utilizadas elas foram colocadas em frasco com &gua ultra-pura e
deixadas por um periodo de 2 horas em banho ultrassénico. Este
procedimento foi repetido quantas vezes necessario até que ndo se
verificasse mais a cor escura na dgua. Em seguida, as rolhas de cortica
foram mantidas num forno estufa regulado a 110 ° C durante 12 horas.
Apos elas foram lixadas em lixa de madeira e peneiradas em uma
peneira de granulometria de 200 mesh, para se conseguir um tamanho
médio uniforme das particulas. Procedimento conforme Figura 14:
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FIGURA 14: fluxograma de preparo do pé da cortica que sera utilizada
como sorvente.

" Lixa de madeira, peneim |
com granulometriade 200
| mesh, |

Fonte: Autoria propria

Os pentes em aco inox 435 semelhantes aos do sistema
comercial 96-well plate,foram confeccionados por uma empresa
nacional. Em seguida estes foram encaminhados a empresa Praimer
revestimentos anti-aderentes Ltda, em Ponta Grossa/PR, para que fosse
feito o recobrimento dos mesmos com um polimero (semelhante ao
teflon) pela empresa e chamado de Praimer 10000, para que 0S mesmos
resistissem a acdo do HCI 6mol L™ por um periodo relativamente longo.
Apos, passou-se fita de teflon nas extremidades para que a fita adesiva
pudesse aderir. Mediu-se entdo 1 cm, a partir da base para cima, em
cada um dos pinos presentes nos pentes. A partir do fluxograma
apresentado na Figura 15, com uma fita adesiva, colocou-se o pé de
cortica, nessa parte medida, em cada um dos pinos. Por fim, foi
realizado o condicionamento para retirada do excesso das particulas e
limpeza das mesmas, sendo a primeira etapa feita em 300 pL de
acetonitrila por um periodo de 30 min e a segunda com &gua ultrapura
(300 pL) por um periodo de 45 min, repetido até que ndo se observasse
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mais particulas de cortica em suspencdo ou no fundo do pogo da placa
de 96 well plate.

Ap6s um ciclo de extragao/dessorcao, é necessaria uma limpeza
do pente para uma andlise posterior, visando evitar o efeito memoria.
Este procedimento foi realizado com 300 pL de acetonitrila nos pogos
de dessorcdo da placa de 96 well plate e sob agitagdo de 30 min,
seguido de 300 pL de agua ultra pura também nos pogos de dessor¢ao
da placa de 96 well plate e sob agitagdo por 30 min.

FIGURA 15 — Fluxograma de preparo dos filmes de TF-SPME com
cortica.

Pente + TF-SPME..

Fonte: Autoria prépria.

5.5 — Método de preparo da amostra pelo método oficial AOAC 994.12

As amostras apés hidrolisadas conforme descrito no item 5.3.1,
as ampolas sdo rompidas e o hidrolisado filtrado em papel filtro de
porosidade média. Apds pega-se uma aliquota de 1 mL do hidrolisado
transfere-se para um frasco de vidro e neutraliza-se com 2 mL de
solugdo neutralizante contendo 10,5 gramas de hidréxido de sédio p.a.
dissolvidos em 100 mL de solucéo tampéo de citrato pH 2,2, e faz-se a
homogeneizacdo da solucdo. Filtra-se a solucdo em filtro de seringa de
0,22 pm hidrofilico em um frasco de vidro, transfere-se 1 mL do filtrado



56

para outro frasco de vidro e adiciona-se 3 mL da solucdo tampéo de
citrato, pH 2,2 e a solugdo esta pronta para ser injetada no analisador de
aminoéacidos.

5.6 — Método de preparo da amostra pelo método proposto

As amostras ap0s hidrolisadas conforme descrito no item 5.3.1,
sdo filtradas em papel filtro de porosidade média. Retira-se uma aliquota
de 1 mL do filtrado e insere-se no pogo da placa de 96-well plate. Os
pente recoberto com o sorvente, sdo mergulhados nos pogos e deixados
sob agitacdo pelo tempo otimizado. Dessorve-se em 250 pL de tamp&o
citrato de sédio pH 2,2, que é o menor volume de desorvente capaz de
cobrir todo a fase extratora, sob agitacdo pelo tempo otimizado. Apoés
filtra-se em filtro de seringa 0,22 pum hidrofilico e a amostra esta pronta
para ser injetada no analisador de aminoacidos.

5.7 Otimizag0es das variaveis para a analise

5.7.1 Tempo de extracdo da amostra

Os tempos de extragdo investigados na amostra sob agitacdo no
sistema 96 well plate foram de 20, 40, 60 ¢ 80 min. O estudo foi
realizado em solucdo padrdo dos aminodcidos estudados na
concentracdo de 0,5 pmol/mL solubilizados em HCI 0,1 mol L' e em
triplicata. As demais variaveis foram fixadas, tais como a frequéncia de
agitacdo das placas em 250 rpm, o volume de amostra em 1 mL e 0
tempo de dessor¢cdo em 30 min. O dessorvente utilizado foi tampéo
citrato de sodio pH 2,2.

Os resultados foram expressos em relacdo ao padrdo interno
norleucina, conforme preconiza a AOAC 994.12.

5.7.2 Otimizag&o do solvente e tempo de dessorcao

Para o procedimento de escolha do solvente de dessorcdo foi
realizado o planejamento de superficie triangular, envolvendo os
solventes acetonitrila, metanol e tampéo citrato pH 2,2, este ultimo
escolhido por ser o veiculo do extrato no método oficial AOAC 994.12.
Fixou-se 60 min de extracdo conforme teste descrito acima e 30 min de
dessorcdo. Analisou-se uma situacdo de compromisso entre 0s
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aminoacidos, sendo ela o nimero de aminoécidos identificados ap6s a
dessorcao.

Apb6s a otimizacdo do solvente, otimizou-se o tempo de
dessorcdo. Para isso, fixou-se o tempo de extracdo de 60 min e o
solvente de dessorcdo tampao citrato pH 2,2. O volume de amostra foi
fixado em 1 ml e a frequéncia de agitacdo em 250 rpm. Os tempos
propostos foram de 10, 20, 30 e 40 min.

5.7.3 Durabilidade dos pentes

Apbs 15 ciclos, foram produzidos novos pentes e comparado
suas capacidades de extragdo com os usados a fim de averiguar se houve
perda no desempenho da fase extratora, e qual foi a intensidade desta
perda. Para tal, fez-se um comparativo entre 6 pinos novos e 6 pinos
utilizados por 15 ciclos, utilizando a média da razdo de area entre o
aminoacido e a norleucina.

5.8 Parametros analiticos de mérito

Os parametros analiticos de mérito foram determinados
utilizando condicGes de extragdo previamente otimizadas. Para este
estudo foi realizada a avaliacdo da faixa linear, limites de deteccdo
(LOD), limites de quantificacdo (LOQ), R? precisdo e exatiddo. As
curvas analiticas foram feitas pelo método de adicdo de padrdo em
amostras de conteudo ileal de suinos, com aliquotas de solugbes padréo
contendo concentragfes conhecidas dos analitos. O LOD foi estimado
como sendo 3 vezes 0 desvio padrdo de 10 determinagdes
independentes, do menor ponto de adicdo da curva analitica, sem
exclusdo de zero ou de resultados negativos, e 0 LOQ como sendo 10
vezes 0 desvio padrdo das mesmas 10 determinacdes independentes
(IUPAC, 2002). A faixa linear foi determinada como sendo o seu limite
inferior o limite de quantificacdo e o limite superior a perda da
linearidade pela curva. A exatiddo do método foi avaliada mediante
ensaios de recuperacdo relativa dos analitos em amostras reais de
conteudo ileal de suinos, em dias diferentes, pinos e pocos diferentes . A
precisdo foi determinada pela extragdo, dessorcdo e leitura em 3 niveis
de fortificacdo da amostra, com 7 replicatas para cada nivel e calculado
0 desvio padrdo relativo (RSD) das leituras para cada nivel (IUPAC,
2002).



6- RESULTADOS E DISCUSSOES

Foram realizados testes para verificacdo da sor¢do ou ndo dos
amino4cidos pela cortica. Para os testes utilizou-se em uma solucéo de
padrdes dos aminoécidos 0,5 umol mL™ da Sigma Aldrich(Figuras 16) e
uma amostra de hidrolisado de conteGdo ileal de suinos(Figura 17).
Foram analisados pelo método oficial AOAC 994,12 e pelo método
proposto.

FIGURA 16 — Cromatogramas dos analitos estudados, utilizando
solucdo padrdo Sigma —Aldrich, analizada pelo método proposto e pelo
oficial AOAC 994.12.

Método proposto
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FIGURA 17 — Cromatogramas dos analitos estudados, utilizando
amostra de hidrolisado de conteudo ileal de suinos, analizada pelo
método proposto e pelo oficial AOAC 994.12.

Método proposto

Notou-se que a cortiga sorvia e dessorvia os aminodcidos tanto
da solucdo contendo somente os padrbes como do hidrolisado de
conteldo ileal, porém com uma area de pico menor. Isso se deve a uma
caracteristica da técnica que ndo é exaustiva, e sim de equilibrio, ou
seja, ndo sorve todo o analito da amostra e sim forma um equilibrio
entre os analitos sorvidos e 0s presentes na amostra. Portanto pela
menor concentracdo sorvida e dessorvida na técnica TF-SPME, os picos
do cromatograma sdao menores comparados a metodologia oficial.

6.1 Otimizagdes da etapa de extracdo

Conforme visto anteriormente a condi¢do de pH 6timo para a
extracdo ndo precisou ser ajustado, visto que o hidrolisado proteico se
encontra em uma solugdo HCI 6 mol L™, cujo pH encontra-se abaixo de
1, préximo dos 2 pontos abaixo do pKa de cada analito, conforme
preconiza a técnica de SPME.

O volume de amostra utilizado nos pogos das placas de 96 Well
Plate foram fixados em 1 mL, que é o volume suficiente para cobrir a
fase extratora e suportar a agitacdo da placa de 96 pogos sem extravasar
a amostra. A velocidade de agitacdo foi fixada em 250 rpm, pois foi a
maior velocidade em que as amostras suportaram dentro dos pog¢os sem
gue houvesse extravasamento, devido a turbuléncia da agitacao.
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O volume de dessorcao foi fixado em 250 uL, pois foi 0 menor
volume capaz de cobrir toda a fase extratora, assim conseguimos
concentrar o sorvido pela cortica em 4 vezes.

A temperatura de extracdo foi a temperatura do ambiente
climatizado (aproximadamente 21° C) da sala de preparo de amostras
para determinagdo de aminoécidos. As ampolas contendo o hidrolisado
sdo retiradas da geladeira e ficam por 2 horas neste ambiente para
estabilizar a temperatura com 0 meio externo, para depois seguirem os
passos de preparo.

Os tempos de testes para extracdo conforme descrito
anteriormente foram de 20,40, 60 e 80 min. e 0s resultados expressos no
Gréfico 01:

GRAFICO 01 — Gréfico resposta para a otimizag&o da melhor condicéo
para o tempo de extracao.
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Fonte: Autoria Prépria.

A situacdo compromisso utilizada para este teste foi o
somatorio da razdo da area de cada aminoacido pela area do padréo
interno norleucina (AA/Nor). Utilizou-se para o teste a solucdo padréo
de aminoécidos da Sigma-Aldrich com concentrago de 0,5 pmol mL™ .

Observa-se a formacdo de um platd entre os tempos de 60 e 80
min, mostrando que a extracdo esta atingindo o seu méximo, portanto
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acima de 60 min ja ndo se tem um ganho de area dos somatérios da
razdo AA/Nor que justifique aumentar o tempo de extracdo. Sendo
assim ficou estabelecido que o tempo 6timo de extracdo para a técnica é
60 min.

Tempos inferiores a 60 min aparentemente ndo sdo o suficiente
para que o equilibrio de distribuicdo seja atingido e ainda apresentam
desvios padrdo maiores que para o tempo de 60 min. O uso de tempos
menores apesar de trazer uma maior frequéncia analitica, nesse caso,
poderia acarretar em uma menor precisdo do método.

6.2 Otimizagdes da condices de dessor¢do dos aminoacidos

A etapa de dessorcao requer algumas otimizac6es, dentre elas o
dessorvente a ser utilizado, foram testados a acetonitrila, 0 metanol e o
tampdo citrato de sédio pH 2,2. O solvente que promoveu a melhor
extracdo dos analitos a partir da fase extratora foi o tampdo citrato de
sodio puro em pH 2,2 no volume de 250 pL, como é mostrado superficie
de resposta abaixo.

TABELA 02 - Planejamento experimental e resposta do simplex-
centroid:

Experimento Tampao Acetonitrila | Metanol | Numero de
citrato de picos
sodio pH2,2
1 50 50 0 18
2 50 0 50 16
3 33 33 33 17
4 0 100 0 14
5 0 0 100 13
6 100 0 0 20
7 0 50 50 10

Fonte: Autoria propria
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FIGURA 18 — Modelo Simplex-centroid para escolha do solvente de
dessorcdo. Neste experimento realizou-se uma extracdo de 60 min. e
uma dessorgédo de 30 min.

Numero de Picos Identificados

Acetonitrila

Fonte: Autoria prépria.

TABELA 03 — Tabela ANOVA para 0 modelo Simplex-lattice

0,25

Citrato de SodiopH 2,2

0,0041,00

0,50

0,75

R*=0,9356

Metanol

M - 18
I - 18
<16
=14
B <12

ANOWA; Var.:Picos identificados [Spreadshest2)
3 Factor midure design; Mixture total=100,, 7 Runs
Sequential fit of models of increasing complexity

55 df MS 55 df MS F P
Model Effect |Effect | Effect Error  |Error | Error
Linear 55.09864 2| 2754932 12 61565 4 3.153912 5.734968) 0.034710
Total Adjusted | 67,71429 6 11,28571 | !

Fonte: Print screen tela do software Statistica 7

Para esta otimizacdo utilizou-se a solugdo padrdo de
aminoécidos da Sigma-Aldrich com concentragio de 0,5 pmol mL™, e
como situacdo compromisso 0s nimeros de picos identificados ap6s a

dessorcao, esses picos sdo referentes aos aminoécidos identificados.
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Pelo modelo simplex-simploid pode-se observar que o
dessorvente tampdo citrato de sddio pH 2,2 puro foi 0 que obteve uma
melhor resposta, indicado pela coloragdo vermelha mais intensa.

Através da analise da ANOVA pode-se extrair que o p foi
menor que o nivel de significancia estabelecido de 0,05, ja o F calculado
foi superior ao F tabelado, o que também é significativo. Estes 2 itens
da ANOVA foram significativos, Isto significa dizer que a alteragdo do
solvente de extracdo altera a resposta.

O R? representa a proporcao de variacio explicada pelo modelo,
considerando que o valor do R? foi de 0,9356 e quanto mais préximo de
1 melhor explica.

A selecdo do tampéo citrato pH 2,2 como melhor dessorverte é
muito importante, pois € utilizado como diluente da amostras em caso
de necessidade, e 0 pH 2,2 é o pH da solu¢do a ser injetada no
equipamento, conforme metodologia AOAC 994.12, ndo havendo
portanto a necessidade de ajustes de pH na solucdo dessorvida. Desta
forma, apds filtracdo com filtro de seringa de 0,22 pm, a solugdo pode
ser injetada no equipamento.

Isto reduz os custos com a neutralizacdo da amostra e com
ajuste de pH, que geram um uso 16 vezes maior de tampdo citrato de
sodio pH 2,2, além de eliminacdo de 2 passos da técnica oficial (descrito
anteriormente). Esta diminuicdo do uso de tampéo citrato de sodio pH
2,2 esta proxima de 5 mL por analise, considerando que as amostras sdo
analisadas em duplicatas essa redugdo chegaria proximo a 10 mL de
residuos por amostra, 0 que pode representar uma diminuicdo de 1 L de
tampdo citrato de sédio ph 2,2 por dia no preparo das amostras.
Reduzindo assim os custos da determinagdo que sdo muito altos.

Apb6s a otimizacdo do solvente, otimizou-se o tempo de
dessorcdo, fixou-se o tempo de extragdo de 60 min e o dissolvente
tampado citrato pH 2,2. Os tempos propostos foram de 10, 20, 30 e 40
min, os testes foram feitos em triplicata e os resultados expressos no
grafico 02.
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GRAFICO 02 — Gréfico resposta para a otimizacdo da melhor condicdo
para o tempo de dessorcao.
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Fonte: Autoria Propria.

A situacdo compromisso utilizada para este teste foi o
somatdrio da razdo da area de cada aminoacido pela area do padréo
interno norleucina (AA/Nor). Utilizou-se para o teste a solucdo padrdo
de aminoacidos da Sigma-Aldrich com concentracéo de 0,5 umol mL™ .

Observa-se pelo grafico que ha a formacao de um plat6 entre os
tempos 30 e 40 min, mostrando que a dessor¢do estd préxima do
equilibrio, portanto acima de 30 min ja ndo se tem um ganho de razéo
AA/Nor que justifiqgue aumentar o tempo de dessor¢do. Sendo assim,
ficou estabelecido que o tempo 6timo de dessorcdo para a técnica é 30
min.

A utilizacdo de tempos de dessorcao inferiores a 30 min apesar
de trazer uma maior frequéncia analitica, nesse caso, poderia acarretar
em uma menor precisdo do método, devido aos desvios padrdes s&o
maiores em tempos menores.

6.3 Estabilidade da cortica como fase extratora

Na maioria das técnicas de preparo de amostras, a fase extratora
entra em contato com a amostra e com o solvente de dessorgdo, por
inimeras vezes, e estes sucessivos ciclos podem levar a uma perda na
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sua eficiéncia. Deste modo é necessario que a fase extratora possua
elevada estabilidade para que possa ser reutilizada varias vezes sem
alterar sua performance.

ApoGs a realizagdo de diversos testes para a otimizacdo do
método, um pente que totalizou 15 ciclos de andlise foi testado
comparativamente a um pente recém confeccionado. Foi comparado o
percentual de recuperacdo dos pinos que ja haviam completados 15
ciclos com os pinos novos, e 0s resultados expressos no Grafico 03.

GRAFICO 03 - Comparativo entre pente com 15 ciclos realizados, com
recém confeccionados. Para este experimento se utilizou um pente com
seis pinos novos e seis usados sob condi¢Oes 6timas do ciclo de anélise.

B PINOS UTILIZADOS 15 VEZES B PINOS NOVOS
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Fonte: Autoria prépria.

Através do grafico de barras acima, observa-se que a cortica
comega a ter uma pequena perda, porem ndo significativa na eficiéncia.
A eficiéncia de extracdo dos pinos usados variou de 87,98% para a
valina até 107% para a tirosina, em comparagdo aos novos. Isto pode
acontecer devido a complexidade da amostra. Embora este percentual de
recuperacgdo para alguns aminoacidos parecam baixos, eles ainda estdo
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dentro do preconizado pala IUPAC, 2002 e na pratica ela é aceitavel,
uma vez que os resultados sdo expressos em percentual na amostra.

Né&o foram realizados mais testes de perda de eficiéncia apds os
15 ciclos pois se percebeu que alguns pentes comecaram a soltar a fita
dupla face do pente, podendo assim causar alguma perda de eficiéncia e
ela ser mascarada por uma média de valores de pinos distintos.

6.4 Parametros de mérito do método proposto

Os pardmetros analiticos de mérito previamente citados na
secdo experimental foram determinados com a utilizacdo do modo TF-
SPME em sistema 96 Well Plate utilizando a cortica como fase
extratora. Para a avaliagdo dos pardmetros de mérito, amostras de
contetdo ileal suino foram fortificadas com concentrages conhecidas
de cada aminoacido estudado e as analises foram realizadas em
triplicata. Os valores obtidos estdo dispostos na Tabela 04.

TABELA 04- Valores obtidos para LOD, LOQ, faixa linear e
coeficiente de determinagdo para 0 método proposto, para determinacéo
de aminoacidos em amostras de contetdo ileal.

o Faixa Linear LOD LO
Aminoacido (umol mL™) R’ (umol mL™) (nmol r(rglL'l)
Glicina 0,15-2,21 0,968 0,04 0,15
Alanina 0,16 - 1,57 0,969 0,05 0,16
Valina 0,29 - 1,60 0,988 0,09 0,29
Isoleucina 0,13-1,24 0,999 0,04 0,13
Leucina 0,14 - 1,66 0,999 0,04 0,14
Tirosina 0,21-1,14 0,993 0,06 0,21
Fenilalanina 0,12-1,12 0,988 0,04 0,12
Lisina 0,18 -1,44 0,996 0,05 0,18

Fonte: Autoria prépria.

Os pardmetros de mérito foram assim estabelecidos, LOD como
sendo 3 vezes o desvio padrdo de 10 determinagdes do primeiro ponto
da curva, 0 LOQ como sendo 10 vezes este desvio padréo, a faixa linear
foi estabelecida como sendo o limite inferior o LOQ e o limite superior
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o ultimo ponto da curva em que ela se comporta linearmente e o R? foi
calculado pelo software Origin 8.

Como se pode observar na tabela 3, uma boa faixa linear foi
alcangada através do método proposto, ficando dentro da faixa de
trabalho, como veremos a frente nas determinacBes realizadas em
amostras reais. Foram obtidos coeficientes de determinagdo que
variaram de 0,968 para glicina a 0,999 para e isoleucina e leucina,
indicando, que os modelos consegue explicar quase a totalidade dos
valores observados. Os limites de detec¢do, quantificacdo estdo dentro
do aceitavel para o0 método, pois na hidrélise das amostras é pesada uma
quantidade de proteina (20 mg), que faz com que as concentragdes dos
amino4cidos estejam em uma concentragdo minima, e possam ser
quantificadas.

Para avaliacdo da precisdo do método foram analisados trés
niveis de fortificacdo da amostra com 7 replicatas para cada nivel, e
repetida com uma diferenca de 10 dias, com pentes diferentes, sendo
gue o pente utilizado no ensaio intradia estava sendo reutilizado pela
terceira vez enquanto que o pente do ensaio interdia estava sendo
reutilizado pela sexta vez, através destes dados foi possivel calcular o
desvio padrdo relativo (RSD) para cada nivel de fortificacdo e em
diferentes dias e seus resultados estdo expressos na Tabela 05 abaixo.

TABELA 05 — Teste de repetibilidade em amostra de contetdo ileal, em
trés niveis de fortificagdo.(n=7)

Intradia Interdia

RSD 0,25 RSD 0,5 pmol RSD 0,75 RSD 0,25 RSD 0.5 RSD 0,75

Aminodcido pmol mL* mL*t pmol mL* pmol mL* umol mL* pmol mL*
Glicina 2,04 1,65 2,85 4,37 6,31 6,83
Alanina 1,86 1,24 2,74 6,57 8,42 8,5
valina 19 0,79 3,43 3,74 1,94 452
Isoleucina 1,91 1,05 3,23 1,89 4,13 6,25
Leucina 1,65 1,7 317 1,72 2,69 5
Tirosina 2,1 1,73 2,69 3,96 5,93 8,68
Fenilalanina 5,53 1,78 3,59 6,37 9,50 7,57
Lisina 19 1,08 4,66 2,66 2,65 5,32

Fonte: Autoria prépria.
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Como podemos observar na Tabela 05 acima os valores de RSD
variaram de 0,79% para a valina no nivel de fortificagdo médio até
9,50% para a fenilalanina no nivel de fortificacdo médio. Como descrito
anteriormente os valores de RSD que representam uma boa precisdo,
muito abaixo do que preconiza a literatura que € de até 20% (SANCO,
2013), entdo podemos afirmar que o método é preciso.

Para analise da exatiddo do método, foi avaliado a recuperacéo
dos analitos relativamente aos valores obtidos na curva analitica. A
curva foi realizada em amostras de contetudo ileal com adicdo de
padrGes com concentragdes conhecidas dos aminodcidos. O
procedimento foi realizado em datas diferentes (com uma diferenca de
10 dias uma da outra), com pentes diferentes (o0 primeiro com
reutilizacdo por 5 ciclos e 0 segundo com reutilizacdo por 9 ciclos) e em
pogos com diferentes localizagdes na placa. O resultado é mostrado na
Tabela 06 abaixo.

TABELA 06 - Recuperacédo relativa em amostra de digesta suina, em
trés niveis de fortificagdo.

| Interdia | Intradia

Rec. relativano Rec. relativa Rec. relativa Rec. relativa

Aminoacido menor nivel

no nivel no maior Nno menor
médio(%)  nivel (%)  nivel (%)

Rec. relativa  Rec. relativa
no nivel no maior
médio (%)  nivel (%)

(%)
Glicina 99,88+4,36
Alanina 99,08 + 6,51
Valina 99,17+£3,71
Isoleucina 100,04 +1,89
Leucina 98,87+1,70
Tirosina 97,78 3,88
Fenilalanina 100,14 + 6,38
Lisina 100,71+2,68

98,02+ 6,18 102,43+3,90 96,93 + 1,97
96,15+8,10 103,67+5,14 96,29+1,79
97,68+£1,89 96,31+3,68 105,27+2,01
101,89+4,21 99,91+2,60 95,86+1,83
99,58+2,67 101,03+2,88 99,30+1,63
100,50+5,96 101,98+3,55 87,83+1,85
99,09£2,65 99,69+5,26 96,80+5,35
101,99+2,70 100,93 4,63 98,47+1,87

95,76+2,73 93,49+ 1,55
97,46+2,67 96,98+1,21
92,18+3,16 87,70+0,69
90,56+2,92 87,52+0,92
91,63+£2,91 87,03+1,48
97,76£2,63 99,75+1,72
101,42 £3,64 99,88+1,78
96,00£4,47 95,32+1,03

Fonte: Autoria prépria.

O método teve uma recuperacdo que variou de 87,03% para a

leucina no menor nivel de fortificacdo a 105,27% para a valina no maior
nivel de fortificacdo. Os resultados obtidos mostram que o método
apresenta boa exatidao e esta dento do aceitavel, conforme j& descrito
anteriormente, onde valores de recuperacdo variam entre 80 e 120%
(IUPAC, 2002).
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6.5 Determinacdo de aminoacidos em amostras reais aplicando o método
proposto e o oficial.

Foram analisadas em duplicata 12 amostras reais de conteldo
ileal de suinos oriundas de um projeto desenvolvido pela Embrapa
Suinos e Aves para estudos de metabolismo avaliando desempenho e
digestibilidade de matéria prima. As amostras foram pesadas e
hidrolisadas conforme descrito anteriormente e analisadas pelos dois
métodos, o oficial da AOAC e o proposto pelo estudo, os resultados
estdo expressos nas TABELAS 07 e 08 abaixo.

TABELA 7 - Concentracdo de aminoécidos nas amostras reais
analisadas pelo método AOAC 994.12

Gli Ala Val lle Leu Try Phe Lys

Amostral 1,110 1,231 0,711 0,514 0,945 0,338 0,361 0,399
Amostra2 0,978 1,189 0,632 0,459 0,822 0,321 0,326 0,357
Amostra3 1,068 0,950 0,603 0,415 0,713 0,279 0,293 0,425
Amostra4 1,135 1,184 0,681 0,460 0,900 0,300 0,330 0,285
Amostra5 1,124 0,984 0,652 0,455 0,762 0,280 0,321 0,462
Amostra6 1,056 0,671 0,524 0,353 0,546 0,330 0,249 0,395
Amostra7 1,285 1,173 0,748 0,518 0,994 0,365 0,372 0,378
Amostra8 1,099 1,399 0,756 0,512 1,162 0,372 0,406 0,355
Amostra9 1,156 1,007 0,655 0,459 0,865 0,375 0,343 0,428
Amostra 10 1,522 1,070 0,807 0,577 1,081 0,325 0,418 0,634
Amostra 11 1,308 0,816 0,654 0,449 0,789 0,178 0,329 0,510
Amostra12 0,983 0,801 0,677 0,489 0,805 0,286 0,363 0,474

*Valores expressos em pmol mL™
Fonte: Autoria prépria.
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TABELA 08 — Concentracdo de aminoacidos nas amostras reais
analisadas pelo método proposto aplicando a técnica de TF-SPME.

Gli o Ala Val lle Leu Try Phe Lys

Amostral 0,953 0,729 0,714 0,452 0,990 0,314 0,400 0,553
Amostra2 0,947 0,755 0,723 0,444 0,984 0,289 0,414 0,559
Amostra3 0,964 0,703 0,668 0,409 0,877 0,238 0,386 0,507
Amostra4 1,003 0,664 0,684 0,395 0,890 0,262 0,380 0,383
Amostra5 1,014 0,665 0,700 0,411 0,901 0,271 0,385 0,469
Amostra6 0,947 0,472 0,611 0,352 0,718 0,271 0,384 0,475
Amostra7 1,261 0,810 0,851 0,542 1,172 0,396 0,470 0,556
Amostra8 1,046 0,948 0,835 0,527 1,337 0,410 0,521 0,445
Amostra9 1,103 0,668 0,724 0,471 0,995 0,403 0,432 0,472
Amostra10 1,470 0,703 0,873 0,584 1,230 0,347 0,506 0,715
Amostra1ll 1,349 0,591 0,722 0,473 0,944 0,225 0,411 0,597
Amostral1l2 0,993 0,572 0,713 0,488 0,911 0,214 0,419 0,530

*Valores expressos em umol mL™
Fonte: Autoria prépria.

Conforme a Tabela 08 acima pode-se observar que as
concentracBes de aminoécidos nas amostras analisadas encontram-se
dentro da faixa linear do método proposto, para cada aminoéacido.

Foi realizado entre os resultados obtidos pelos dois métodos o
teste T pareado, para analise de diferencgas estatisticas entre elas, e 0s
resultados expressos na Tabela 09 e 10:

TABELA 09 — Resultados dos testes T pareados, entre as determinagdes
de aminoacidos estudados pelo método oficial e pelo método proposto.
Aminoacidos Tcalculado  Tecritico

Gli 0,96 2,07
Ala 5,01
Val -1,91
lle 0,37
Leu -1,89
Try 0,35
Phe -4,29
Lys -2,71

Fonte: Autoria prépria.
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TABELA 10 — Resultados dos testes T pareados, entre as omostras pelo
método oficial e pelo método proposto.

Amostras Tcalculado Tcritico
Amostra 1 0,41 2,14
Amostra 2 -0,03

Amostra 3 -0,005

Amostra 4 0,47

Amostra 5 0,19

Amostra 6 -0,11

Amostra 7 -0,16

Amostra 8 -0,005

Amostra 9 0,017

Amostra 10 0,004

Amostra 11 -0,2

Amostra 12 0,04

Fonte: Autoria prépria.

Analisando a tabela 9, comparando o Tcalculado de cada
aminoacido com o Tcritico, pode-se perceber que para trés aminoacidos
(alanina, fenilalanina e lisina) o teste foi significativo, ou seja, as
respostas sdo diferentes entre os métodos. Porem quando analisa-se a
tabela 10, comparando o Tcalculado de cada amostra com o Tcritico,
observa-se que o teste T ndo é significativo para nenhuma amostra.
Levando-se em conta que os analitos saem em uma resposta Unica,
(Unico cromatograma), entende-se que o melhor meio de se avaliar as
respostas € através da composicdo total de aminoacidos na amostra e
ndo por aminoacido separadamente. Sendo assim podemos afirmar que
ndo ha diferenca significativa entre o método proposto e o método
oficial,

Também foi realizado o calculo do intervalo de confianca de
95% para as amostra e expresso na Tabela 11.
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TABELA 11 - Comparacédo das amostras entre os métodos proposto (MP) e o método oficial(MO),

levando-se em conta o Intervalo de confianca(lC) 95%.(n=2)

Oy-NP Giy-NO NaW0  VA-MP Va-NO  Te-WP Te-MO  Lew-MP  Tew-MO  Tyr-WP Ty-MO  Phe-MP Phe-NO  [Ly-MP [ys-WO

Am1 093:0318 11100351 0729 £0348 123110315 07141038 0711£0,1% 045240110 052420161 0500289 0S4o+0281 031420110 033820,116 040020.47 036120112 055320268 040:0,143
Am2 0947 £0312 0978 0025 0755 £0:276 1189.+0,231 0.723:0200 0833:0,016 0440083 04600018 058420256 082240119 028920121 0321+0053 041420013 032620021 05920210 03572004
Am3 - 0.%4 £0315 1,068 £0,118 0703 £0344 0951 +0,045 0,668:0236 06041009 04090101 04160013 08770200 075320080 027040085 02790049 0386080 0,2%3:0025 050740266 0425:0009
Amd 1,003 £0080 1,135 20135 0664 £0:327 1184 +0,007 68420223 0681.£0,109 03%:£0,09 04610072 0800242 0900¢0280 026240058 0,30020,023 038010,185 03310061 038320171 0.286:0026
AmS 1,014 £0.159 1,124 0175 0865 £0:306 0985 10,180 0,700£0217 0852¢0.125 04110061 04560091 0010131 076240160 02710102 0:280¢0,089 038520045 03210089 046920103 046220088
Amo6 0,947 £0285 1,0% 0024 0472 £0:89 0672 10,100 06112040 0525£0,033 035240090 03530009 071820118 054620048 027120137 033010022 038420.159 0,49:0028 047520166 0390012
Am7 1,261 0276 1,285 0006 0810 £0:80 1174 £0,100 0,851¢0,230 0,748£0,053 04240182 05180011 11720353 09942016 0,3%:20178 036520052 0470¢0,069 037320025 0,550,180 0378:0,003
Am8 1,046 0060 1,0%9 0004 0548 £0.279 1399 10,128 0,835: 0082 075610026 0527£0,08 051340043 13370064 116310064 0410:0074 037240044 052110,049 04062051 04520067 0350040
1,156 £0.164 0,668 0252 1,007 20224 040,127 06520049 0471£045 0459¢ 0047 09%5£02%0 0866£0190 0403¢0181 0376£0,010 043120138 034410005 0472¢0019 041920007

L 159 1,070 40,152 087320097 080810012 058420,007 0578:0,006 13010131 1,082¢0084 0347:0.128 032620011 0350620111 0418£0,028 07154108 63520085

L 15 0817 £0,101 072240084 0655:0,034 047320031 04300017 03440131 0789:0011 0166£0,020 017820030 041120016 03190012 0597£0016 051120023

0 119 0801 £0.174 0.71320105.0,6770010 04880,002 048920038 0911:+0,002 08060003 02140084 028620032 041920066 036420023 053010,068 0474:09

!
Am9 110310247 11
Am10 1470 £0098 1,522 10000 0103 0,
Am11 1,349£01% 1,308 10058 0591 £0,
Am12 0993 $0,083 0983 0265 072 10,

Fonte: Autoria propria.

Valores expressos em pumol mL
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De acordo com a Tabela 11, onde mostra os valores
determinados para cada aminoacido pelos dois métodos e seus
respectivos intervalos de confianca, pode-se concluir que as os valores
correspondentes aos aminoacidos pelos dois métodos sdo equivalentes.

Também foram comparadas as curvas adquiridas pelo método
oficial AOAC 994.12 e o método proposto. As curvas foram feitas em
amostras reais com adicdo de padréo e em triplicata. Foram comparadas
as equacdes das curvas de calibracdo pelos dois métodos nas amostras
fortificadas pelo software Origin 8, conforme a Tabela 12.

TABELA 12- Comparacdo entre as equagdes das curvas de calibragdo
do método oficial e do método proposto.

Aminoacido Método Proposto R2 Método Oficial R2
Alanina y = 3,1709x 0,9999 y = 3,5873x 0,9866
Fenilalanina y = 3,887x 0,9968 y = 3,8114x 0,9969
Glicina y = 3,0005x 0,9996 y = 3,4669x 0,9752
Isoleucina y = 2,6154x 0,9948 y =2,634x 0,9944
Leucina y = 3,0286x 0,9888 y = 3,2929x 0,9786
Lisina y =4,7113x 0,9902 y =4,9387x 0,9944
Tirosina y = 3,2145x 0,9935 y = 3,3694x 0,9987
Valina y = 3,5549x 0,9925 y = 3,5294x 0,9946

Fonte: Autoria prépria.

Observando a Tabela 11 pode-se comparar 0os coeficientes de
determinacdo, onde para os aminoacidos alanina, glicina e leucina ele é
ligeiramente superior no método proposto do que no método oficial,
enguanto que para 0s outros aminoacidos ele € muito proximo.

Também foram realizados ensaios comparativos dos parametros
de mérito entre 0 método oficial e o método proposto, e os resultados

expressos na Tabela 13.
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TABELA 13 — Comparacdo de pardmetros de mérito entre o método
proposto e 0 método oficial.

Aminoécido 10D+ LOD- LOQ LOQ- [{gt iENy
MP MO
Glicina 0,045 0,025 0,148 0,082 0,148-2,213 0,08 -1,836
Alanina 0,049 0,007 0,164 0,023 0,164-1569 0,02-1,363
valina 0,087 0,016 0,289 0053 0,289-1,600 0,05-1,595
Isoleucina 0,040 0,004 0,132 0,014 0,132-1240 0,01-1,384
Leucina 0,042 0,009 0,140 0,030 0,140-1,657 0,03-1,477
Tirosina 0,063 0,09 0210 0029 0,210-1,144 0,02-1,031
Fenilalaning 0036 0,012 0,118 0,039 0,118-1,120 0,03-1,041
Lisina 0,055 0,024 0,184 0,081 0,184-1,437 0,08-1,280

*MP — Método Proposto; MO — Método Oficial
*Valores expressos em umol mL™
Fonte: Autoria prépria.

Observa-se que o método oficial apresenta limites de deteccéo e
guantificacdo menores que o método proposto, devido ao método
proposto ndo ser um método exaustivo e sim de equilibrio, mesmo
concentrando a amostra 4 vezes ndo se consegue 0 mesma concentragéo
do método oficial. Porém os limites de deteccdo e quantificacdo do
método proposto sdo aceitaveis conforme descrito anteriormente. O
método proposto tem uma faixa linear mais ampla, consequentemente
uma faixa de trabalho também maior. Para efeitos de anélise laboratorial
de rotina em conteldo ileal de suinos, o limite de deteccdo menor nédo é
o primordial, haja visto que as amostras sdo pesadas para se ter um
minimo de aminoacidos quantificdveis(como visto na Tabela 06),
embora haja um pequeno ganho na amplitude da faixa linear, o maior
ganho do método proposto esta na maior frequéncia analitica, além da
diminuicdo do uso de consumiveis, menor geracdo de residuos,
diminuicdo de etapas de preparo da amostra e consequentemente
diminuicdo dos custos da analise.



7 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Desenvolveu-se um método de extracdo simultdnea de oito
aminoacidos convencionais (glicina, alanina, valina, isoleucina, leucina,
valina, treonina, fenilalanina e lisina) em amostras de contetdo ileal de
suinos.

A utilizacdo da técnica TF-SPME associado ao sistema 96-well
plate trouxe uma diminuicdo do tempo de preparo de um conjunto de 96
amostras de 8 para 4 hrs, dobrando a frequéncia analitica em relacéo ao
método oficial.

A utilizacdo do 96-well plate automatiza todo o processo de
extracdo, o que é um facilitador para analises de rotina, diminui os
passos do preparo, bem como o uso de reagente como o tampdo citrato
de sodio que tevbe seu consumo reduzido em 95% na etapa de preparo
da amostra, diminuindo o custo da analise.

O método também possui outras vantagens como o de utilizar
uma fase extratora de baixo custo, facil acesso e biodegradavel, que se
mostrou relativamente estavel e eficaz durante a execucdo do trabalho,
simplicidade na confeccdo dos pentes, pequeno volume de amostra e
uma boa reprodutibilidade entre 0s pogos, constatada através dos valores
de RSD inferiores a 10 % durante a etapa de otimizag&o e validacdo do
método. O método também apresenta uma boa exatiddo, com valores de
recuperacdo adequados.

Foi possivel obter valores satisfatorios em todos os pardmetros
de mérito. A faixa linear para 0 método proposto possui uma amplitude
maior que a do método oficial , muito embora tenha-se encontrado
limites de deteccdo e quantificacdo maiores, porém aceitaveis para a
andlise.

Como perspectivas futuras existe a possibilidade de
determinacdo de outros aminoacidos que ndo fizeram parte deste estudo.
Ja que 0 método se mostrou promissor e vantajoso.
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