UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS FiSICAS E MATEMATICAS
DEPARTAMENTO DE QUIMICA
QMC5515 — Estagio Supervisionado

RELATORIO DE ESTAGIO SUPERVISIONADO DESENVOLVIDO NO
LABORATORIO FEDERAL DE DEFESA
AGROPECUARIA (LFDA) - SECAO LABORATORIAL
AVANCADA (SAO JOSE/SC)

PATRICIA BRUGNEROTTO

Orientador: Profe. Dr. Luciano Vitali
Supervisor: Dr. Rodrigo Barcellos Hoff

Florianopolis
Outubro/2020



Patricia Brugnerotto

UTILIZAQ@O DO SOFTWARE PEAKMASTER® COMO FERRAMENTA DE
OTIMIZACAO DE METODOLOGIA POR ELETROFORESE CAPILAR PARA
APLICACAO EM PRODUTOS CARNEOS

Projeto de Estagio Supervisionado (QMC 5515)
apresentado ao Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Santa Catarina desenvolvido
no Laboratorio Federal de Defesa Agropecuéaria —

Secdao Laboratorial Avancada de Sdo José/SC

Supervisor: Dr. Rodrigo Barcellos Hoff

Florianopolis
Outubro/2020



AGRADECIMENTOS

Aos Drs. Rodrigo Barcellos Hoff e Heitor Daguer pela oportunidade de realizar
o0 estagio no LFDA/SLAV-SC, pelos ensinamentos e todas as contribuicdes que foram
essenciais para minha formagéo profissional.

A Carolina T. P. Deolindo, ao Luan V. A. de Oliveira e ao Ms. Cristian Kleemann
por compartilharem comigo suas experiéncias na rotina de laboratério e que de todas
as formas sempre estavam disponiveis para me ajudar.

A todos os funcionarios do LFDA/SLAV-SC que, mesmo com pouco tempo de
convivéncia, de alguma forma me ajudaram ou contribuiram durante o estagio.

Ao professor Prof. Dr. Luciano Vitali, por aceitar ser meu orientador neste
trabalho e pelas sugestdes e disponibilidade.

A Universidade Federal de Santa Catarina por fornecer suporte para minha

formacao académica.



RESUMO

A RDC n° 272, de 14 de marc¢o de 2019 autorizou o uso do acido acético (diacetato
de sédio) e acido propiénico (ou propionato de sodio ou de potassio) como aditivos
em produtos carneos, em teores maximo de 0,1 e 0,5 g 100 g, respectivamente.
Considerando a necessidade de monitorar esses compostos por meio de analises
fiscais, esse trabalho teve como objetivo otimizar um método rapido para
determinacao de acidos acético e propibnico em produtos carneos com auxilio de um
software de simulacdo denominado Peakmaster®. Os parametros otimizados
compreenderam a utilizacdo de um capilar de silica fundida com 40 cm de
comprimento total, 31,5 cm de comprimento efetivo e 75 um de diametro interno. O
eletrélito de corrida foi composto por 4cido ftalico (10 mmol L),
tris(hidroximetil)aminometano (19 mmol L?) e brometo de cetiltrimetilamoénio (0,6
mmol L1). As demais condi¢des foram, inje¢éo hidrodinamica de 50 mbar/3 s, tenséo
de 20 KV (polaridade negativa no sitio de injecao), temperatura do cartucho de 20 °C
e deteccao indireta (230 nm). Uma solucdo com os padrdes de acidos acético (10 mg
L), propiénico (50 mg L) e glioxilico (padrdo interno, 15 mg L) foi utilizada para
realizar as analises no equipamento de eletroforese capilar e os resultados obtidos
experimentalmente foram muito similares aos obtidos no Peakmaster®. Neste trabalho
o preparo de amostra proposto foi simples e rapido, sendo uma etapa de limpeza
empregada com acetonitrila 50% (H20:Acetonitrila, v/v). Andlises qualitativas e
exploratérias do método proposto indicaram a comigracdo de um analito de interesse
com interferente, dessa forma, o método ainda precisara ser ajustado para dar
continuidade na validacdo analitica.

Palavras-chave: Acido acético. Acido propidnico. Analise fiscal. Eletroforese capilar.

Peakmaster®. Produtos carneos.
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1. JUSTIFICATIVA

7

Aditivo alimentar é caracterizado como qualquer ingrediente, adicionado
intencionalmente aos alimentos sem proposito de nutrir, mas com o objetivo de
modificar as caracteristicas fisicas, quimicas, biolégicas ou sensoriais, durante a
fabricagcéo, processamento, preparacao, tratamento, embalagem, acondicionamento,
armazenagem, transporte ou manipulacdo de um alimento. Ao adiciona-lo podera
resultar em que o proprio aditivo ou seus derivados se convertam em um componente
de tal alimento !. Portanto, os aditivos alimentares sdo comumente usados para
conservar alimentos e inibir o crescimento de microrganismos 2. Além de ser um
tratamento simples e de baixo custo, 0 uso de acidos organicos com a¢ao conservante
(antimicrobiano ou antifingico), principalmente contra patégenos como a Salmonella,
tem sido relatado como eficazes 2.

No Brasil, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA),
juntamente com o Ministério da Saude e Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria séo
0s 6rgaos legisladores e fiscalizadores de alimentos. Com relacao a fiscalizacdo do
uso de aditivos alimentares e suas concentra¢cdes em carnes e produtos carneos, as
tomadas de decisbes eram baseadas na Instrucdo Normativa n° 51, de 29 de
dezembro de 2006. No entanto, esta foi revogada pela RDC n° 272, de 14 de margo
de 2019. Anteriormente, o acido acético era permitido para uso, porém em quantidade
suficiente (g.s.); atualmente, além da RDC autorizar o uso de acido acético (diacetato
de sddio) em concentracdo maxima de 0,1 g 100 g1, também autorizou o uso de acido
propiénico (ou propionato de sddio ou de potassio) em concentracdo maxima de 0,5
g 100 g

O Laboratério Federal de Defesa Agropecuéria (LFDA), Se¢édo Laboratorial
Avancada de Santa Catarina (SLAV-SC), pertencente a rede laboratorial oficial do
MAPA, busca constantemente o desenvolvimento e inovacdo de metodologias
analiticas rapidas, de baixo custo e ao mesmo tempo com qualidade analitica e
metrologica. Nesse contexto, este trabalho teve como objetivo otimizar uma
metodologia analitica empregando eletroforese capilar baseada em informagfes da
literatura 4. O software freeware Peakmaster® foi empregado para simular as
concentracbes do eletrdlito de corrida, tamanho do capilar e tensdo aplicada na
injecdo para posterior aplicacdo nas analises experimentais. Todo o trabalho foi
realizado na SLAV-SC. E importante salientar que, apesar da otimizagdo da



metodologia analitica ser a atividade principal desenvolvida na SLAV e escolhida para
descricdo deste trabalho, outras atividades também foram acompanhadas durante o
periodo de estagio. Entre as atividades destacam-se: O preparo de amostras de
racdes animais para a determinacdo de residuos de medicamentos veterinarios por
cromatografia liguida acoplada a espectrometria de massas; A execucdo da
determinacdo de nitrato e nitrito em produtos carneos por eletroforese capilar; A
abertura de amostras de mexilhdo, a qual sera utilizada em um projeto de mestrado

de monitoramento de biotoxinas marinhas na SLAV/SC.
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2. APRESENTACAO DO LOCAL DE ESTAGIO

Os Laboratérios Federais de Defesa Agropecuaria (LFDA) séo os laboratérios
oficiais do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento, e possuem atribuicdes
como: realizar analises oficiais, atuar como referéncia nacional em assuntos
laboratoriais, realizar auditoria em laboratorios credenciados, além de realizar acdes
de pesquisa, desenvolvimento e inovacdo em métodos analiticos. Além disso, 0s
LFDA desempenham ac¢des de monitoramento, controle e fiscalizagéo de alimentos,
bebidas e insumos produzidos e comercializados no Brasil. Os laboratérios oficiais
operam em diversas unidades, distribuidos em Regido Norte (Belém/PA); Regido
Nordeste (Recife/PE); Regido Centro-Oeste (Goiania/GO); Regido Sudeste (Pedro
Leopoldo/MG e Campinas/SP) com Sec¢bes Avancadas em Belo Horizonte (SLAV 1 —
MG), Andradas e Varginha (SLAV 2 — MG) e Jundiai (SLAV/SP); e Regido Sul (Porto
Alegre/RS) com Secdo Avancada em Sao José/SC (SLAV-SC). A SLAV-SC esta
localizada no Bairro Kobrasol, municipio de Sao José, regido Metropolitana de
Floriandpolis/SC. Dispde de duas unidades laboratoriais: Laboratorio de Alimentos e
Medicamentos para Animais e Laboratério de Produtos de Origem Animal. Atuam
ativamente no desenvolvimento e validacédo de novos métodos analiticos para controle
e monitoramento quimico de alimentos (pescados, produtos de origem animal e
racdes para animais), com o objetivo de manter o escopo atualizado quanto as novas
demandas que podem ser de andlises de novos produtos e/ou aditivos, além de
fraudes. Devido a isso, fornecem valiosas informacdes para 0s servicos de inspecéo
e fiscalizacdo, corroborando em pesquisas voltadas a seguranca do alimento e a

deteccao de fraudes econdmicas.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Eletroforese capilar de zona

A eletroforese capilar de zona (CZE, do inglés Capillary Zone Electrophoresis)
€ uma técnica de separacdo que opera em meio liquido (eletrdlito condutor) e utiliza
essencialmente um capilar, normalmente de silica fundida. A separacéo ocorre ap6s
a aplicacdo de um potencial elétrico, e a velocidade e direcdo de migracdo das
espécies (neutras, idnicas ou ionizaveis) sera de acordo com sua massa e carga,
respectivamente >/, Um sistema de eletroforese é composto por um tubo capilar
(silica fundida), sistema de injecéo, fonte de alta tenséo (até + 30 KV), dois eletrodos
de platina (uma extremidade positiva e outra negativa) e um detector. Esse
equipamento é acoplado a um computador com um software especifico para aquisicao

e tratamento dos dados, conforme apresentado na Figura 1.

Figura 1. Representacdo esquematica de um sistema de eletroforese capilar. Onde
el e e2 sdo os eletrodos, D € o detector e C é o computador para aquisicdo e

tratamento dos dados.

Oulet

Inlet

Fonte de alta tens3o

Fonte: Adaptado de Landers (2008).
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Sob a acdo do campo elétrico dentro do capilar, ions carregados positivamente
movem-se em direcdo ao catodo (eletrodo de carga negativa) e ions carregados
negativamente movem-se em direcdo ao anodo (eletrodo de carga positiva) 8. Uma
caracteristica inerente a utilizacdo de capilar de silica fundida € a geracéo do fluxo
eletrosmotico (EOF do inglés, Electroosmotic Flow). A parede interna do capilar
apresenta uma camada de grupos silandis (SiH4O) - conforme representado na Figura
2 — e, por possuirem carater acido (pH > 2), quando entram em contato com meio
aguoso (eletrdlito de corrida) sofrem dissociacdo. Como consequéncia, tornam a
parede interna do capilar carregada negativamente e liberam os prétons H* para a
solucéo que preenche o capilar ®1°. Ao aplicar uma tensdo, os prétons migram em
direcdo ao catodo carregando as suas moléculas de agua solvatadas e gerando um
fluxo de liquido no capilar, denominado EOF. Sem distincdo de carga, esse fluxo é

responsavel por conduzir os analitos até o detector %11,

Figura 2. Representacao do fluxo eletrosmotico e dos modos se separacédo (A) contra-

eletrosmotico e (B) co-eletrosmético.

A) Injecio Deteccao
Si S| Sli %| %I SI %| %I §| %I
QQAQAQAQAQAQAQAQAQAO/
?‘ ?' G A ?‘ S'/ 19'

Polaridade o . O . . Fluxo
Normal . . x . ” Normal
) EOF normal )

. H,0 @ Analito (-)
¥ \

®) Si Sl,i Si %i %I S|>i §| %I §| %I
O\O/O\ORO/O\QQQ/O\QP\Q/O\Q/O\QD\O/

5oy oy ?' -

Polaridade O O O Fluxo
Invertida . . . . . Invertido
) EOF normal +)
0o @Y ‘

Fonte: Adaptado de Costa 2.
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No entanto, entre pH 2 e 6 a mobilidade do EOF é praticamente desprezivel
devido a menor quantidade de grupos silanois ionizados 3. Além disso, principalmente
na determinacao de anions, o EOF pode aumentar o tempo de analise considerando
gue este e 0 anion migram em direcdes opostas, ou modo contra-eletrosmético (Figura
2a). Na determinacao de anions, além de ser essencial a inversao da polaridade na
injecdo, para que os analitos migrem para o eletrodo de carga oposta, uma estratégia
para diminuir o tempo de anadlise, € a inversdo do EOF. Para inversédo da polaridade

¢ utilizado o sinal “-” no software de aquisi¢ao de dados, enquanto a inversao do fluxo
€ realizada pela adicdo de um surfactante catibnico na composicao do eletrélito de
corrida. De acordo com a representacdao da Figura 2b, ambos migram na mesma
direc@o (co-eletrosmético) e, devido a isso, ocorre uma soma das suas mobilidades
permitindo uma reducéo no tempo de analise.

Outras caracteristicas inerentes a CZE sdo os métodos de injecao, tipos de
detectores e modos de injecdo. Com relagdo aos métodos de injecdo, 0s compostos
podem ser introduzidos no capilar por meio de uma diferenca de potencial (injecao
eletrocinética) ou por diferenca de pressao (injecao hidrodinamica), sendo que ambas
sdo aplicadas entre os reservatorios (eletrélito de corrida e amostra) e o capilar .
Como na injecéo hidrodinamica o volume injetado depende principalmente do tempo
de injecdo, este método representa maior reprodutibilidade quando comparado a
injecdo eletrocinética a qual depende das mobilidades dos analitos e do EOF. Além
disso, de acordo com as publicacbes mais recentes, a injecdo por pressao é
amplamente utilizada em diferentes areas da pesquisa 47,

De acordo com Vaz, de Oliveira, de Oliveira 8 a ECZ é compativel com
diferentes detectores, incluindo, espectrometria de massas, amperomeétrico,
fluorescéncia, condutividade e Ultravioleta-visivel (UV-vis), sendo este Ultimo o mais
utilizado devido ao menor custo e versatilidade. O uso do detector UV-vis na
eletroforese capilar permite que os compostos sejam detectados no modo direto ou
indireto. A deteccéo indireta € aplicada quando os analitos de interesse ndo possuem
grupos croméforos — a exemplo, acidos acético e propibnico - ou possuem baixa
absortividade molar na regido do UV-vis. Portanto, nesse caso, um composto
cromoforo é adicionado ao eletrélito de corrida e quando a solucdo passa pelo detector
ocorre uma queda no sinal (picos negativos), devido a diminuicdo da absorbancia do
composto cromoéforo %18, O espectro UV-vis do cromoéforo é continuamente observado

e, um determinado comprimento de onda, o qual deve ser preferencialmente o de
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maior absorbancia, € monitorado em funcédo do tempo para gerar o eletroferograma
18_

De maneira geral, a CZE é empregada para determinar diversas classes de
compostos em diferentes matrizes, por exemplo, compostos inorganicos em cervejas
15 e frutos do mar 4, aclcares, minerais e acidos organicos em polens 1°, acidos
organicos em sucos de fruta 2°, e aminas biogénicas em produtos lacteos ?1. No
entanto, até o0 momento ndo foram encontrados estudos de determinacéo de &cidos
organicos, em especial acético e propiénico, em produtos carneos.

Os &cidos acético (C2H40z2; 60,05 g mol*; pka 4,76) e propidnico (C3HsOz2; 74,08
g mol?; pka 4,87) séo acidos monocarboxilicos saturados, moléculas ndo cromoéforas
e soliveis em 4gua. Esses &cidos também séo aditivos autorizados para uso em
produtos carneos ! e seus limites maximos sdo de 0,1 e 0,5 g 100 g1, respectivamente.
Portanto, considerando a autorizacdo para tal uso, € evidente a existéncia de uma

futura demanda de analise fiscal para esses aditivos em produtos carneos.

3.2 Peakmaster® como ferramenta de otimizacdo de método por
eletroforese capilar

O Peakmaster® é um programa freeware e empregado para simular
diversos parametros inerentes a um método por CZE. Os principais parametros que
podem ser utilizados para desenvolver ou otimizar um método por EC por meio do
Peakmaster® é o tamanho total e efetivo do capilar, polaridade na injecédo (positiva ou
negativa), tensao (kV), fluxo eletrosmético, aquisicdo do sinal (direto ou indireto),
composicdo e concentracdo dos componentes do eletrdlito de corrida, além do pH,
forca idnica e capacidade tamponante do eletrdlito de corrida. Outras caracteristicas,
tais como tempo (s), presséo de injecdo (mbar) e diametro interno do capilar (um) séo
inerentes a técnica de EC. Geralmente os resultados obtidos na simulacéo sdo muito
similares as obtidas experimentalmente e como grande vantagem se destaca a
minimizacdo de geracao de residuos quimicos.

O software foi desenvolvido por Gas et al. 22 e, de acordo com as
informacgdes retiradas do site Scopus, entre 2002 e 2020 um total de 40 trabalhos
cientificos, publicados em diferentes revistas internacionais, utilizaram o Peakmaster®.
Além disso, das afiliagdes (instituicbes de ensino ou empresas) computadas, a
Universidade Federal de Santa Catarina € a segunda instituicdo que mais usou o
programa, contabilizando nove trabalhos cientificos e ficando a frente da Universidade
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de Sé&o Paulo (quatro trabalhos) e Universidade Federal de Juiz de Fora (trés
trabalhos). As palavras-chave que correspondem a esses achados foram

“Peakmaster® and capillary electrophoresis”.
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4.0BJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Empregar o software Peakmaster® para otimizar um método de separacéo de
acidos acético e propidnico por eletroforese capilar para aplicacdo em produtos

carneos.

4.2 Objetivos especificos

As atividades associadas ao objetivo geral do trabalho foram divididas em

objetivos especificos, constituindo em:

e Empregar a ferramenta de simulacdo Peakmaster® para otimizar a
concentragdo dos componentes do eletrolito de corrida;

e Empregar a ferramenta de simulacdo Peakmaster® para definir o comprimento
do capilar (total e efetivo), tenséo aplicada, polaridade, e 0 modo de deteccao;

e Utilizar solucdes de concentracdo conhecida dos padrdes para averiguar a
eficacia das condicfes otimizadas na pratica,

e Avaliar um preparo de amostra simples e rapido dos produtos carneos;

e Aplicar o método com as condicbes otimizadas em amostras de produtos

carneos.
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5. METODOLOGIA DAS ATIVIDADES DESENVOLVIDAS NO ESTAGIO
SUPERVISIONADO

5.1 Padrbes, reagentes e solucdes

Agua ultrapura foi obtida através de um sistema Milli-Q® (Millipore, Bedford, MA,
E.U.A.) e foi utilizada para preparo de solugées e condicionamento do capilar. Acidos
acético, propibnico, ftalico e glioxilico monoidratado, bem como TRIS (do inglés,
tris(hydroxymethyl)aminomethane) e CTAB (do inglés, cetyl trimethyl ammonium
bromide) todos em grau P.A., foram adquiridos da Sigma Aldrich Co (St. Louis, MO,
E.U.A.). Hidroxido de sédio (NaOH) grau P.A. foi adquirido da Neon (S&o Paulo, SP,

Brasil).

5.2 Preparo das solugdes estoque

As solucbes estoque de 100 mg L e 500 mg L' dos &cidos acético e
propidnico, respectivamente, foram preparadas independentemente em 100 mL de
agua ultrapura e armazenadas a 4 + 2 °C. Em seguida, com auxilio de micropipeta,
foram retiradas aliquotas de cada solucéo individual para o preparo de uma solugéo
“mix”, na concentracdo de 10 mg L de &cido acético e 50 mg L* de &cido propionico.
A essa solucao foi adicionado o padréo interno acido glioxilico na concentracéo de 15

mg L.

5.3 Amostra e preparo de amostra

Uma amostra de mortadela foi adquirida em comercio local de Sdo José, estado
de Santa Catarina. A amostra foi manualmente fracionada e uma quantidade
representativa foi triturada com auxilio de um processador de alimentos portétil até
formar uma pasta.

Uma representacdo do preparo de amostra proposto neste trabalho foi
apresentada na Figura 3. Em tubo de polipropileno (50 mL) foi pesado 2,0 £ 0,1 g da
amostra e adicionado 10 mL de agua. Em seguida a solucéo foi homogeneizada em
agitador mecanico tipo vértex (modelo VX-38-Bl da lonlab, Araucéria, PR, Brasil) por
aproximadamente 30 s e centrifugada (modelo Megafure 40 da Thermo Scientific,
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Alemanha) por 10 min (4000 rpm/ 4°C). Na sequéncia, foi realizado o processo de
limpeza, onde 100 pL do sobrenadante foi transferido para tubo de microcentrifuga de
2 mL e adicionado 400 pL de acetonitrila 50% (H20:Acetonitrila, v/v). Essa solucao foi
centrifugada (modelo Fresco 17 da Thermo Scientific, Alemanha) por 10 min (4000
rom/ 4°C) e o extrato foi diluido na proporg¢éo 9:1 (v/v) com P.1. (acido glioxilico, 15 mg
L), para posterior injecdo em sistema EC. Durante o preparo foi utilizado uma
micropipeta para auxiliar na transferéncia dos volumes entre os tubos que continham

a amostra.

Figura 3. Representacao do preparo de amostra proposto.

2 g amostra
10 mL agua

r » Sy Limpeza
Vortex \ i 100 uL sobrenadante +
— [> 0 s [> N il i> 400 UL AGN 50 %

10 min/4000 rpm/4 °C

i 9 partes extrato + 1 N\ :
Aaisigdo e Uratamento <j I | <] parte padrio intermo <,:| N gl
. 10 min/4000 rpm/4 °C

Eletroforese
capilar

Fonte: Préprio autor.
5.4 Instrumentacédo e condi¢cdes de separacao

Foi utilizado um sistema de EC, modelo 7100 (Agilent Technologies,
Alemanha), equipado com detector de arranjo de diodos (DAD). Antes do primeiro uso
no equipamento, o capilar foi condicionado com NaOH 1,0 mol L e agua ultrapura,
ambos por 30 min cada.

No inicio de cada dia de trabalho o capilar foi condicionado com NaOH 1,0 mol
Lt (15 min), agua ultrapura (15 min) e solucéo de eletrélito de corrida (BGE, do inglés
background electrolyte) (30 min), sendo que, ao final de cada dia a lavagem foi com
NaOH 1,0 mol L* (15 min) e &gua ultrapura (15 min). Para aquisicéo e tratamento dos

dados foi utilizado o software HP ChemStation®.



19

6. DISCUSSAO DOS RESULTADOS OBTIDOS NO ESTAGIO

6.1 Otimizacao das condi¢cdes experimentais da técnica e do eletrélito de corrida

A otimizagdo do método para determinacgao dos &cidos acético e propiénico por
EC foi realizada a partir das condi¢des de um método desenvolvido por Brugnerotto
et al. 4, além da utilizacdo do software Peakmaster® (versdo 5.4). Anteriormente,
Brugnerotto et al. 4 validou um método indireto por EC para determinar
simultaneamente 14 &cidos organicos alifaticos em méis, com tempo de analise de
aproximadamente 9 min. Além disso, as demais condi¢cdes empregadas pelos autores
foram: eletrélito de corrida (BGE do inglés, Background Electrolyte) composto por
acido ftalico (20 mmol L), TRIS (14 mmol L), CTAB (1,6 mmol L) e cloreto de célcio
(1 mmol L), pH 3,3; capilar de silica fundida com 60,5 cm de comprimento total, 52
cm comprimento efetivo e 75 um de didmetro interno; injecdes hidrodinamicas a 50
mbar/3 s com lavagens entre corridas de 120 s, tensdo de separacao de -15 kV e
temperatura de 20 °C; aquisicdo do sinal em 230 nm e uso de padrédo interno (P.l.)
acido glioxilico para corrigir pequenos erros de injecdo. Nesse estudo, as alteracbes
visaram desenvolver um método de andlise de rotina mais rapido, bem como
minimizar custos de compra de padrdes analiticos e consequentemente a utilizacédo
de analitos ndo necessarios para o objetivo pretendido. As condicbes otimizadas e
aplicadas neste trabalho foram: BGE composto por acido ftalico (10 mmol L), TRIS
(19 mmol L), CTAB (0,6 mmol L), pH 6,1, injegdo 50 mbar/3 s, -20 kV, 40 cm (31,5
cm x 75 um), 20 0C, deteccao indireta em 230 nm. A otimizac¢do dos valores e das
condicBes instrumentais serdo apresentas e discutidas nesta sec¢éao.

A separacdo dos analitos dentro do capilar ocorre principalmente pelas suas
diferencas de mobilidade, que consequentemente evita a co-migracdo dos mesmos.
Essa caracteristica € proveniente da geracdo de um campo eletromagnético dentro
do capilar que proporciona o deslocamento de cada analito de acordo com sua
mobilidade efetiva 6. Portanto, a escolha do pH de separacdo é considerada um dos
primeiros parametros a serem definidos na otimizagdo do método, e isso é realizado
a partir de valores de pKa e mobilidades eletroforéticas de cada analito. Como
caracteristica essencial de uma otimizacdo, também é recomendado a escolha de um
padrao interno, porém, como o acido glioxilico atende todos os requisitos, 0 mesmo

foi empregado como P.I. nesse estudo. Contudo, para obter a mobilidade efetiva dos
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analitos de interesse foram empregadas as equacodes 1, 2 e 3. Os valores de pKa dos
acidos acético, propibnico e glioxilico (4,76; 4,87 e 3,33 respectivamente), bem como
as mobilidades eletroforéticas destes analitos, as quais sdo de 42,40 x 10°; 37,10 x
10°e 39,6 x 10°m? V-1 s para acético, propidnico e glioxilico, respectivamente, foram

retiradas do bando de dados do Peakmaster®.

pH = —log [H*] Equacéo 1
=@ Equac&o 2

C = s quag

Heff = QX g Equacéo 3

Sendo pera mobilidade eletroforética e a o grau de ionizagdo de cada molécula.
A partir dos resultados obtidos das equacdes, foi construida uma curva de mobilidade

efetiva dos analitos versus pH, conforme observado na Figura 4.

Figura 4. Curva de mobilidade efetiva versus pH para os acidos acético, propiénico e
glioxilico.
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Fonte: Préprio autor.
Considerando a faixa de pH investigada, conforme observado na Figura 4, a

partir de pH 4,0 j& poderia ocorrer separagdo entre os analitos uma vez que ha uma

diferenca de mobilidade efetiva. No entanto, a mobilidade efetiva desses compostos
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ainda é considerada baixa e, portanto, demorariam mais tempo para chegar ao
detector. Nesse sentido, a partir de pH 6,0 poderia ser considerada uma faixa de pH
ideal.

Nesse trabalho para as simulagdes foi considerado um capilar de silica fundida
com os seguintes tamanhos: 40 cm de comprimento total, 31,5 de comprimento efetivo
e 75 um de diametro interno. O comprimento efetivo corresponde a extremidade mais
longa em que os acidos acético e propidnico sdo introduzidos no capilar. Com relacéo
aos componentes e suas concentracdes do BGE, o cloreto de calcio foi proposto como
um aditivo com objetivo de alterar a mobilidade efetiva e promover a separacédo dos
acidos latico e gluconico 4. Entretanto, como esses compostos ndo fizeram parte do
escopo de interesse, o cloreto de calcio ndo foi utilizado no BGE. O &cido ftalico
continuou sendo o co-ion, porém sua concentracdo foi alterada de 20 para 10 mmol
L1 e consequentemente, para obter o pH desejado para a separacéo, a concentragéo
de TRIS também foi alterada de 14 para 19 mmol L. Portanto o contra-ion também
continuou sendo o TRIS, porém a escolha da sua concentracdo foi estabelecida a
partir de simulacdes no Peakmaster®, a qual variou de 8 a 21 mmol L (intervalos de
1 mmol L?1). Como o método irA monitorar apenas dois analitos, também foi
recomendado que o P.l. ficasse entre os &cidos acético e propidnico. Portanto, a
melhor condicdo de separacdo e que atendeu aos requisitos inicialmente
recomendados esta representado na Figura 5. A partir das informacdes reportadas
para a Figura 4, foi observado (Figura 5) que a melhor separacéo resultou em valor
de pH (6,09). Ainda, também foi observado picos simétricos (sem caudas ou
deformacdes) o que pode ser resultado dos valores da disperséo por eletromigragcéao

préximos de zero.
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Figura 5. Representacdo da interface do Peakmaster® com condicdes previamente
otimizadas e a separacgdo do 1 - 4cido acético, 2 — 4cido glioxilico (padréo interno); 3
- acido propidnico.

Run parameters BGE constituents

Tatal capilary length (cm) 40 b Add. W arne | cgmm| w_eff | o2 (mM) | cf-1) mM) | it m) | ef+1] mM) |
Capillary length to detector [cm]{31.5 T || PHTALICACID 10.000 -39.225 8.833 1166 7.23=04
Polarity [at injection site] Megative _— I|TRIS 13.000 23387 0.168 18.832
Diiving voltage [+ 20000
EOF Mo EOF
Run settings Analytes
[v lonic strength corection dh Add... Mame Amort u_eff t_max ErD | Cond. signal | LIV [PH... | v [TRIS] |
T .|| PROPIONIC ACID L -30.891 3342 1.463 -1.103 0583 73302
Amplitudes and Shapes GLYORYLIC ACID L -34.835 2978 0938 -0.947 0534 -6.5Ee02
ACETIC ACID L -36.124 2.884 0.463 -0.347 0539 20802
Signal
| Indirect U - PHTALIC ACID |
System parameters Electropherogram
pH £.032 1=
lanic strength (mh) 27.666 Chart scale 0
Conductivity [5 /m] 0116 T
Fiesistivity (Ohmm) 8E27 Signalbestft || B2 2 13
Buffer capacity [mh) 2777 — 2., 1
EDF marker time [min] Mda
EOF mobility (1e-3m2A//s] |0.000 =
1. spstem eigenmobility 0.002 1' 2' é :1
2. zpstem eigenmobility -20.842 Separation time (min}

Fonte: Préprio autor.

A forca ibnica € uma medida da concentragdo total de ions em solucao e o seu
aumento pode resultar no surgimento do efeito Joule, devido ao maior fluxo de
corrente dentro do capilar °. Ndo héa indicacédo ou recomendacéo de valores de forca
ibnica que possam prevenir esse efeito, porém sabe-se que o aumento da corrente
pode levar a deplecao do BGE por meio da eletrélise, sendo necessario uma reposi¢ao
mais frequente do BGE. Portanto, considerando o valor de for¢a i6nica obtido para
esse estudo (27,66 mmol L) é recomendado observar qualquer alteracdo na corrente
elétrica e como uma forma de prevencéo, € recomendado substituir os vials com BGE
com frequéncia. Por outro lado, a aplicacdo de uma elevada diferenca de potencial,
mesmo gerando um aumento na corrente elétrica no capilar (< 100 pA), pode ser uma
estratégia interessante para diminuir o tempo de anélise, resultado em menor tempo
de permanecia dos analitos no capilar. O software ndo prevé a corrente elétrica que
sera gerada, apenas é possivel considerar a tensdo aplicada. Nesse trabalho, as
simulac¢des foram realizadas utilizando uma tenséo de 20 KV (polaridade negativa) a
qual diminui o tempo de anélise para 3 min, sendo que no método de Brugnerotto et
al. * o tempo de andlise era de aproximadamente 9 min com tensdo de 15 KV
(polaridade negativa).
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Considerando que os &acidos acético e propibnico estdo negativamente
carregados porque devido aos seus pKas estédo dissociados em solucao, eles serédo
introduzidos no capilar pela extremidade catddica (negativa). Devido a isso, a
polaridade na injecdo bem como o EOF serda invertida, para que ambos - EOF e
analitos - migrem na mesma direcdo e que seja possivel uma deteccdo em menor
tempo devido a soma das mobilidades vetoriais. A polaridade pode ser invertida pelo
Peakmaster® (Figura 5) e também no software de aquisicdo de dados acoplado a EC
por meio da insercdo de um sinal negativo (-) junto do valor da tensdo que sera
aplicada, em contrapartida, o EOF pode ser invertido apenas experimentalmente. No
método desenvolvido anteriormente 4 foi utilizado 1,6 mmol L' de CTAB, um
surfactante cationico. Nesse estudo, por meio de algumas inje¢cdes experimentais para
avaliar na préatica toda a otimizagédo realizada pelo Peakmaster®, optou-se por utilizar
0,6 mmol L't de CTAB. Desse modo, com o objetivo de verificar se as informacées
obtidas por meio das simulacdes no PeakMaster® estavam de acordo com o que
ocorreria experimentalmente, foi realizada uma andlise experimental utilizando as

condicBes selecionadas e o resultado pode ser observado na Figura 6.

Figura 6. Eletroferograma da separacéo do (1) acético (2 mg L), (2) padrédo interno
(&cido glioxilico, 15 mg L) e (3) propidnico (10 mg L) em solugéo aquosa.
Legenda: Acido ftalico (10 mmol L), TRIS (19 mmol L?), CTAB (0,6 mmol L?), pH
6,1, injecdo 50 mbar/3 s, -20 kV, 40 cm (31,5 cm x 75 ym), 20 °C, deteccdo indireta
em 230 nm.

2.6 2.7 2.8 2.9 3 3.1 tempo (min)

Fonte: Préprio autor.
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O resultado obtido experimentalmente foi muito similar ao teérico. Além disso,
alguns parametros inerentes a técnica, tais como, temperatura (20 °C), presséo e
tempo de injecédo (50 mbar/3 s) seguiram as condi¢cGes originais 4, enquanto o tempo
de lavagem entre corridas com BGE passou de 120 s para 90 s pois testes prévios
nao apresentaram diferencas que pudessem justificar um tempo maior de lavagem

(dados n&o mostrados) e/ou alteragdes no perfil das separagoes.

6.2 Seletividade tedrica

E importante verificar a capacidade de um método ndo somente em detectar
diversos analitos, mas na eficiéncia de distinguir os analitos de interesse na presenca
de outros interferentes 2324, principalmente em matrizes complexas, como os produtos
carneos 2°. Este tipo de estudo é denominado avaliacédo da seletividade de um método
analitico.

De acordo com a RDC n° 272, de 14 de marco de 2019, além dos aditivos de
interesse a serem monitorados nesse método, em amostras industrializadas cozidas
também podem ser utilizados os acidos citrico, latico e glutamico, porém para estes
nao ha limite estabelecido, apenas sado indicados em “quantidade suficiente para”
(g.s.p.). Mesmo que nado seja estabelecido um limite, esses analitos podem ser
gualitativamente detectados se o método fornecer caracteristicas passiveis de
identificacdo, seja pelas condi¢cdes experimentais ou pelo método de extracao.

Portanto, devido as altera¢gdes nas condi¢des de separacdo do método descrito
por Brugnerotto et al. 4 e a fim de verificar se os acidos citrico, latico e glutamico
poderiam agir como possiveis compostos interferentes, esses analitos foram incluidos

na simulacdo de separacdo no Peakmaster®, conforme apresentado na Figura 7.
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Figura 7. Seletividade do método proposto simulada no Peakmaster®.

Legenda: 1 - &cido citrico; 2 - &cido acético; 3 - acido glioxilico (padréo interno); 4 -

acido latico; 5 - acido propibnico; 6 - &cido glutamico.
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EOF Mo EOF
Run settings Analyles
Iv loric strength comection o Add... Mame Arnoint | u_eff | t_max ‘ EMD | Cond. signal | LIV [PH... | LY [TRIS] |
- | |CITRICACID L -45.737 2.350 -2.389 2273 -1.243 0125
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GLYORYLIC ACID L -34.835 2975 0438 -0.947 0534 -6.56e-02
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Fonte: Proprio autor.

A partir das condicbes proposta nesta simulacdo (Figura 7), nenhum dos
analitos interferiu na separacao, demonstrando que, teoricamente o método pode ser

seletivo na presenca de acido citrico, latico e glutamico.

6.3 Avaliagdo qualitativa

ApoOs a otimizacao das condi¢cdes experimentais e da aplicacdo do preparo de
amostras proposto nesse trabalho, o sistema de EC foi utilizado para realizacao das
analises qualitativas. Na figura 8 foi apresentado os eletroferogramas da separacao
de uma solugéo contendo os analitos de interesse (secéo 5.2) e da amostra (se¢éo
5.3). De acordo com a Figura 8, além dos analitos de interesse, outros dois compostos
também foram visualmente observados, sendo um deles agindo como interferente.
Considerando a simulacdo dos compostos interferentes (Figura 7, secdo 6.2), que
demonstrou que antes da migracédo dos acidos acético e propidnico ocorre a migracao
dos acidos citrico e latico, respectivamente, e comparando com o perfil de separacao
observado na Figura 8, ha um indicativo de que estes acidos (citrico e latico) estejam
presentes na amostra analisada. Além disso, de acordo com a lista de ingredientes da

amostra analisada, os acidos citrico e latico foram empregados como aditivos,
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deixando ainda mais evidente de que eles foram extraidos no preparo de amostras e

detectados sob as condi¢cdes experimentais empregadas nesse estudo.

Figura 8. Eletroferograma da separacéo da (a) amostra e da (b) amostra com solucéo
dos analitos (10,0; 50,0 e 15 mg L?! de acético, propidnico e glioxilico,
respectivamente). Condicdes de separacgdo: acido ftalico (10 mmol L?), TRIS (19
mmol L), CTAB (0,6 mmol L), pH 6,1, injecdo 50 mbar/3 s, -20 kV, 40 cm (31,5 cm
x 75 ym), 20 °C, deteccgéo indireta em 230 nm.

Legenda: * - desconhecido; 1 - 4cido acético; 2 - acido glioxilico (padréo interno); # -
suspeita de comigracdo de analitos; 3 + # - comigracdo de analitos (latico +

propidnico).

(@) "

25 275 3 325 35 375 4 425 45  min

Fonte: Préprio autor.

Outro resultado interessante foi observando quanto a similaridade de
separacgdo entre as simulacdes do Peakmaster® e as obtidas experimentalmente no
sistema de EC. No entanto, conforme observado a Figura 8b, que representa uma
separacao que contém os analitos de interesse em uma solucédo de concentracao
conhecida juntamente com a amostra, ocorreu uma comigracao do acido propiénico
com, provavelmente, o 4cido latico. Portanto, alguns parametros da otimizacdo do
método precisardo ser revisados e alterados para evitar a comigracdo desses

compostos.
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7. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

A utilizacdo do software Peakmaster® possibilitou simular alteracdes na
composicao e concentracdo dos componentes do eletrélito de corrida, bem como de
alguns parametros inerentes a técnica de EC. Uma das principais vantagens do uso
foi em evitar que na pratica ocorresse uma alta geracdo de residuos quimicos. As
simulagfes também apresentaram uma grande similaridade com os eletroferogramas
obtidos experimentalmente na eletroforese capilar, com tempo de andlise inferior ao
método da literatura e, até 0 momento, 0 preparo de amostra proposto também
demonstrou ser adequado para a extracao dos analitos.

Para dar continuidade ao trabalho proposto, sdo recomendadas algumas
ponderacdes, sendo elas:

e Para evitar que ocorra a comigracdo, € recomendado alterar as concentracdes
de ftdlico ou de TRIS, a qual irA causar uma alteracdo no pH e
consequentemente na mobilidade efetiva dos analitos;

e Validar o método proposto por meio dos parametros de validacdo: linearidade,
efeito de matriz e recuperacao;

e Aplicar o0 método validado em um numero maior de amostras para que 0s
dados exploratdrios desse estudo possam se tornar mais conclusivos;

e Aplicar o método validado em diferentes produtos carneos
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8. CONTRIBUICAO DO ESTAGIO A FORMAGCAO PROFISSIONAL

O estédgio supervisionado é uma atividade complementar para formacdo
profissional de um aluno de graduacdo e é um preparo inicial para ingressar no
mercado de trabalho. Também é uma oportunidade de crescimento profissional e um
momento em que, a0 mesmo tempo, se compartilha e se adquire experiéncias.

Estagiar em um laboratdrio que atende aos requisitos de qualidade analitica
estabelecidos internacionalmente, conviver com o0s profissionais experientes da
SLAV/SC e acompanhar a rotina das analises de fiscalizacdo de alimentos foi uma
oportunidade Unica e enriquecedora. Essa rotina também proporcionou uma visao
mais ampla da atuacéo dos profissionais da area de quimica em analises fiscais e de
rotina em alimentos, bem como, da importancia de ter método analiticos validados e
robustos para serem aplicados em cada caso. As experiéncias mais desafiadoras, as
quais exigem solucdes ou tomadas de decisdes baseadas em ferramentas

disponiveis, também contribuem igualmente para formacéao profissional.
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