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RESUMO GERAL

O preparo de amostra € uma etapa importante na extracdo dos analitos de matrizes complexas
como as amostras bioldgicas. Os lipidios presentes nessas amostras podem ser encontrados
associados a lipoproteinas, o que dificulta a determinacdo do perfil dos &cidos graxos nos
organismos vivos. As técnicas tradicionais de analise como o método de Folch et al. (1957),
apesar de ainda serem muito utilizadas, apresentam diversas desvantagens como a grande
quantidade de solventes organicos utilizados, grande numero de etapas, degradacdo dos
compostos com insaturacOes e elevada toxicidade. Nesse sentido, as técnicas miniaturizadas
sdo alternativas capazes de superar as inviabilidades dos métodos tradicionais. Dentre elas,
tem-se a microextracdo liquido-liquido dispersiva de baixa densidade (LD-DLLME), que
utiliza solvente de baixa densidade, menos tdxicos ao meio ambiente e em pequenas
quantidades. Assim, o objetivo do trabalho foi desenvolver, validar e aplicar uma metodologia
analitica para extracdo e determinacdo de acido linoléico (AL) e esteéarico (AE) em amostras
de soro sanguineo de ovinos. O método desenvolvido utilizou a LD-DLLME com etapa de
esterificacdo e quantificacdo por cromatografia gasosa com detector por ionizagdo em chama
(GC/FID). A extracdo foi otimizada atraves do planejamento de misturas com o modelo
polinomial de Scheffé. A inversa generalizada de Moore-Penrose foi aplicada ao modelo
cubico completo (MCC) de Scheffé, para determinar os trés coeficientes dj
concomitantemente possibilitando a interpretacdo quimica do modelo. A otimizacdo avaliou
as variaveis da LD-DLLME volume do meio de dispersédo (solugéo salina de MgCl 0,017%),
volume do solvente extrator (tolueno) e volume do solvente de dispersor (metanol) e os
resultados indicaram que a melhor condicdo de extracao foi de 1400 uL do meio de dispersao,
400 pL de solvente extrator e 1200 pL de solvente dispersor. O método proposto foi validado
para extracdo do acido linoleico (AL) e para o acido estearico (AE) com bases nas diretrizes
do guia EURACHEM/2014. A avaliacdo do efeito de matriz (EM) para o método
desenvolvido foi classificado como alto e assim, todas as avaliagbes quantitativas foram
realizadas pelo metodo de adicdo de padrdo. O desempenho do método demonstrou
seletividade, sensibilidade e precisdo adequadas para ser aplicado em amostras reais,
apresentando uma recuperacdo media de 98,54% e 103,83% para o AL e para 0 AE
respectivamente. A LD-DLLME mostrou-se superior ao método de Folch et al. (1957), até
entdo utilizado na determinacdo de &cidos graxos em amostras de soro sanguineo de ovinos.
Através da analise em amostras reais pode-se inferir que o0 método desenvolvido é eficiente no
monitoramento dessas substancias no organismo de ruminantes.

Palavras-chave: Acidos Graxos. LD-DLLME. Quimiometria. GC-FID. Método de Folch



GERAL ABSTRACT

Sample preparation is an important step in the extraction of analytes from complex matrices
such as biological samples. The lipids present in these samples can be found associated with
lipoproteins, which makes it difficult to determine the profile of fatty acids in living
organisms. Traditional analysis techniques such as the method of Folch et al. (1957), although
they are still widely used, have several disadvantages such as the large amount of organic
solvents used, large number of stages, degradation of compounds with unsaturation and high
toxicity. In this sense, miniaturized techniques are alternatives capable of overcoming the
impossibilities of traditional methods. Among them, there is the low density dispersive liquid-
liquid microextraction (LD-DLLME), which uses low density solvent, less toxic to the
environment and in small quantities. Thus, the objective of the work was to develop, validate
and apply an analytical methodology for the extraction and determination of linoleic acid
(AL) and stearic acid (AE) in sheep blood serum samples. The developed method used
LD-DLLME with an esterification and quantification step by gas chromatography with flame
ionization detector (GC/FID). The extraction was optimized through the planning of mixtures
with the Scheffé polynomial model. The generalized inverse of Moore-Penrose was applied to
Scheffé's complete cubic model (MCC), to determine the three dj; coefficients concomitantly
enabling the chemical interpretation of the model. The optimization evaluated the variables of
the LD-DLLME dispersion medium volume (0.017% MgClI. saline), extractor solvent volume
(toluene) and dispersant solvent volume (methanol) and the results indicated that the best
extraction condition was 1400 pL of the dispersion medium, 400 pL of extractor solvent and
1200 uL of dispersant solvent. The proposed method was validated for extraction of linoleic
acid (AL) and for stearic acid (AE) based on the guidelines of the EURACHEM/2014 guide.
The evaluation of the matrix effect (EM) for the developed method was classified as high and
thus, all quantitative evaluations were performed using the standard addition method. The
performance of the method demonstrated selectivity, sensitivity and precision adequate to be
applied to real samples, showing an average recovery of 98.54% and 103.83% for the LA and
LA respectively. LD-DLLME proved to be superior to the method of Folch et al. (1957),
hitherto used in the determination of fatty acids in sheep blood serum samples. Through the
analysis in real samples it can be inferred that the developed method is efficient in the
monitoring of these substances in the body of ruminants.

Keywords: Fatty acids. LD-DLLME. Chemometrics. GC-FID. Folch Method.
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PRIMEIRA PARTE
1 INTRODUCAO GERAL

O preparo de amostra é uma etapa das analises laboratoriais que consiste na extracdo
dos compostos de interesse e reducdo de possiveis interferentes quimicos e metodoldgicos.
Trata-se de um processo importante para se analisar amostras e quantificar compostos
presentes em matrizes mais complexas, como as amostras bioldgicas. Essas amostras sao
compreendidas como: urina, saliva, suor, leite materno, respiracdo exalada, tecidos
musculares, sangue total, plasma, soro, entre outras.

As amostras de sangue total, plasma e soro apresentam diversas complicagcdes nas
analises laboratoriais devido a presenca de macromoléculas, como as lipoproteinas, capazes
de associar diversos compostos em sua estrutura. Entre as substancias associadas, os lipidios
sdo 0s mais comumente encontrados, o que dificulta a determinagédo do perfil de &cidos graxos
(AG) no organismo animal.

A determinacdo do perfil de AG no organismo de ruminantes é importante, uma vez
gue esses animais passam pelo processo de biohidrogenacdo, realizado por bactérias ruminais.
Nesse processo, 0s acidos graxos poli-insaturados (polyunsaturated fattyacid - PUFAS)
sofrem sucessivos processos de isomerizacéo, fazendo com que o &cido linoleico (AL, C18:2,
cis-9 cis-12), principal responsavel pelo desempenho reprodutivo desses animais, seja
convertido em éacido estedrico (AE, C18:0) e outros intermediarios de reacdo, que nao
realizam a mesma funcéo.

Nesse sentido, a extracdo de lipidios para a determinacdo do perfil de AG em
organismos animais requer uma sequéncia de etapas para a obten¢do de uma amostra limpa e
com quantidades significativas dos constituintes de interesse. As metodologias convencionais
de extracdo de lipidios se baseiam em um processo de separacdo liquido-liquido, formado por
um sistema bifasico constituido por trés solventes (ternario) em diferentes proporcoes.

O método criado por Folchet al. (1957) foi desenvolvido para a extracdo de lipideos
em tecidos animais com a utilizacdo de uma mistura de cloroférmio e metanol. A fracdo
aquosa enddgena das amostras constitui o sistema ternario de extracdo. O método separa 0s
lipidios dos demais constituintes das amostras como, carboidratos, proteinas e agua. No
entanto, o procedimento possui desvantagens devido a utilizacdo de grandes volumes de
solventes toxicos, longo tempo de extracdo, contaminantes ndo-lipidicos densos, elevado

namero de etapas e exige grande quantidade de amostra para extracao.
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Diante das desvantagens apresentadas, técnicas miniaturizadas comecgaram a ser
aplicadas na extracdo de lipidios com a finalidade de diminuir a quantidade dos solventes
utilizados e interferentes da matriz. A microextragdo liquido-liquido dispersiva (dispersive
liquid-liquid microextration - DLLME) apresenta potencial de aplicagdo nesse tipo de analise
devido a formagdo de microgotas de solvente organico com elevada area superficial,
favorecendo uma interacdo mais efetiva entre o solvente de extracdo e os lipidios livres em
solucdo, exigindo menor tempo de analise e quantidades reduzidas de solventes organicos.

A répida execucdo proporcionada pelas técnicas miniaturizadas contribuem para evitar
a oxidacdo (degradacdo) dos componentes lipidicos, principalmente os insaturados,
encontrados em quantidades significativas em tecidos animais. Apesar das caracteristicas
promissoras das técnicas miniaturadas, os sistemas liquido-liquido bifasicos sdo complexos e
as proporcdes dos solventes utilizados devem ser determinadas de maneira precisa e com
poucas analises.

Nesse sentido, a quimiometria € uma ferramenta que fornece métodos estatisticos e
matematicos, que podem diminuir a quantidade de andlises e apresentar informacgdes
importantes para o entendimento do sistema quimico. Um exemplo € o modelo polinomial de
Scheffé, utilizado na modelagem de misturas constituidas por dois ou mais componentes. O
modelo fornece parametros matematicos que apresentam detalhes de uma superficie de
resposta, a fim de prever o comportamento do sistema formado com a variacdo da proporcéao
dos solventes.

Nessa perspectiva o objetivo desse trabalho foi desenvolver uma metodologia para a
extracdo e quantificacdo de acido linoléico (AL) e &cido estearico (AE) em soro sanguineo de
ruminantes por cromatografia gasosa com detector de ionizacgdo em chama (gas
chromatography whit flame ionization detector- GC/FID), utilizando a técnica de
microextracao liquido-liquido dispersiva de baixa densidade (Low-density dispersive liquid-
liquid microextraction- LD-DLLME). Em seguida, otimizar as condi¢bes de extracdo pelo
modelo de mistura de Scheffé e validar o método desenvolvido seguindo as recomendacgdes
do guia EURACHEM/2014.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Lipideos
Os lipidios sd@o um conjunto de biomoléculas insollveis em agua e facilmente reativas

com substancias de baixa polaridade, responsaveis por desenvolver uma série de atividades
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celulares e armazenar energia na maioria dos seres vivos, além de transportar vitaminas
(CARMO; CORREIA, 2009; MORRISON; BOYD, 1996; PERINI, 2010). Sdo compostos
bem definidos com relacdo a sua estrutura e grande parte dos lipidios encontrados em
matrizes bioldgicas se apresenta na forma de ésteres de glicerol, ou seja, como triacilglicerois.
Essas substancias sdo gorduras de origem animal ou 6leos vegetais que, quando submetidos a
um processo de hidrolise, produzem uma mistura de &cidos graxos (SOLOMONS; W.;
FRYLHE, 2005).

Os AG sdo acidos carboxilicos, pertencentes ao grupo dos lipidios, que possuem uma
estrutura alongada, contendo de 4 a 36 atomos de carbono. Esses compostos podem ser
saturados ou possuir instauracéo (ligagcdes duplas), como apresentado na Figura 1, sendo que a
maioria ndo possui ramificacdes, grupos hidroxila ou anéis em sua estrutura (LEHNINGER,
2006).

Figura 1- Exemplos de conformagao dos &cidos carboxilicos.
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a) Representacdo de um acido carboxilico saturado e sua estrutura. b) Representacdo de um
acido carboxilico insaturado e sua estrutura.
Fonte: do autor

AG com mais de uma instauracdo sdo chamados de poli-insaturados, (PUFASs). Os
PUFAs séo acidos graxos essenciais, pois ndo podem ser produzidos bioquimicamente pelos
mamiferos, havendo a necessidade de suplementacdo dos mesmos por meio da dieta (PERINI,
2010).

Estudos cientificos relatam que os PUFAs pertencentes a familia do 6mega-3 (n-3) e
O6mega-6 (n-6), quando suplementados em quantidades adequadas na dieta de mamiferos,
podem auxiliar em indmeras atividades biol6gicas como: crescimento, reproducdo, visdo e
funcbes cerebrais (MARTIN, 2006; PERINI, 2010; WANG; HU, 2017; WOLF et al., 2018).

Os n-3 sdo AG que possuem mais de uma ligacao dupla, sendo que, a primeira ligacéo

dupla ocorre no terceiro carbono metilico terminal. Essa classe de PUFAs € derivada de
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plantas como o &cido eicosapentaendico ou de animais como o &cido docosahexanoico,
encontrado em peixes e outros frutos do mar (WANG; HU, 2017).

Os PUFAs pertencentes a familia do n-6 séo caracterizados pela presenca de pelo
menos duas duplas ligagdes, com a primeira ligagdo do sexto carbono terminal metilico,
encontrados principalmente em 6leos vegetais, nozes e semente. Entre os diversos PUFAS n-6
empregado na dieta de mamiferos os principais sdo 0 AL e acido araquidénico (WANG; HU,
2017).

2.1.1 Acidos graxos no organismo de ruminantes

Na dieta de ruminantes os lipidios sdo essenciais, uma vez que séo a principal fonte de
AG para o0 organismo desses animais (DUTRA et al., 2019). Quando fornecidos na dieta de
ruminantes, os lipidios sdo hidrolisados, liberando diversos produtos no organismo desses
animais, entre eles, AG de cadeia saturada e insaturada (KOZLOSKI, 2002).

A suplementacdo de AG tem como funcdo o fornecimento de energia, que auxilia no
processo metabolico desses animais, agregando beneficios aos produtos derivados e ao
desempenho reprodutivo dos ruminantes (JENKINS; HARVATINE, 2014; YANTING et al.,
2019). No entanto, estratégias de alimentacdo sdo necessarias, uma vez que, grandes
quantidades de AG no organismo podem prejudicar a fermentacdo ruminal e suprimir a
ingestdo de alimentos pelo sistema endocrino (CHALUPA et al.,, 1986; OVERTON;
WALDRON, 2004; YANTING et al., 2019).

Um desafio encontrado no fornecimento de AG para ruminantes é o processo de
biohidrogenacdo realizado pelas bactérias ruminais, em que AGs insaturados passam por
processos de isomerizacao, que produz intermediarios de reacdo insaturados principalmente a
partir do AL (SANTOS et al., 2008), como apresentado na Figura 2.
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Figura 2 — Sistema da biohidrogenacéo do acido linoleico.
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Fonte: do autor

O AL (Figura 3) é um AG com duas insaturacdes, localizadas no carbono 9 e 12 da
cadeia principal. Trata-se do principal PUFA do grupo dos n-6, presente em dleo de arroz,
girassol, milho e soja, classificado como lipidio de reserva (CARMO; CORREIA, 2009;
GREGORY, 2009; WANG; HU, 2017).

Figura 3 — Estrutura quimica do acido linoleico.

Fonte: do autor

Assim como outros PUFAS, o AL é responsavel alterar o foliculo ovariano e a funcao
do corpo lateo, por meio da quantidade de energia fornecida, realizando a sintese de
precursores de horménios, como esteroides e prostaglandinas, que influenciam
significativamente no ambiente uterino, melhorando os resultados reprodutivos desses
animais (DUTRA et al., 2019; MATTOS; STAPLES; THATCHER, 2000; YANTING et al.,
2019). No entanto, devido ao processo de biohidrogenagdo, essa substancia ndo é absorvida
em quantidade significativa pelo organismo dos ruminantes, produzindo majoritariamente o

AE e outros intermediarios.
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O AE (Figura 4) € um &cido graxo saturado com 18 atomos de carbono, sendo o
principal componente gerado pelo processo de biohidrogenagdo ruminal. Estudos realizados
por Wang, et al. (2002) mostram por meio de teste in vitro com fluido ruminal, que existe
tendéncia decrescente na composicdo de &cido linoleico e aumento na concentracdo de AE em
suplementacBes com Gleo de linhaca ou linhaca moida (WANG et al., 2002).

Figura 4 - Estrutura quimica do &cido esteérico.
OH
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Fonte: do autor

Assim, para que o AL chegue em quantidade significativa na corrente sanguinea e nos
tecidos do animal, sem sofrer modificagdo em sua estrutura e desempenhe seu papel
fisiologico, € necessario que o mesmo seja inserido na dieta em quantidade suficiente (WOLF
et al., 2018).

De acordo com as normas estabelecidas pela NRC (2001) a suplementacéo de lipideos
na dieta de ruminantes para que ndo ocorram prejuizos no processo de fermentacdo
ruminanal, ndo deve ser superior a 7% (NRC, 2001). A suplementacdo de grandes
quantidades de s graxos na dieta desses animais prejudica o crescimento microbiano, processo
de digestdo de fibra e 0 consumo de matéria organica (JENKINS, 1993; JENKINS et al.,
2008; JENKINS et al, 2009).

2.2 Extracao de lipideos

A extracdo de lipidios € um procedimento realizado em diversos tipos de matrizes,
como: amostras de sangue, algas, alimentos, entre outros. Esse processo € realizado com a
finalidade de determinar o perfil de todos os componentes lipidicos presentes ou apenas de
uma classe desses compostos (LEE et al., 2018).

Alguns métodos de extracdo de lipidios foram desenvolvidos e evoluiram ao longo dos
anos a fim de extrair com maior precisdo as substancias presente em matrizes de extrema
complexidade, permitindo sua aplicacdo em analises cromatograficas (FUKASAWA et al.,
2018; LEE et al., 2018). Entre as matrizes complexas, 0 sangue apresenta certa
particularidade por ser constituido pelo plasma e pelo soro, exigindo um preparo de amostra
de qualidade para que os metabdlitos com propriedades fisico-quimicas diferentes sejam
extraidos e determinados de forma precisa e exata (SARAFIAN et al., 2014). Outros fatores

significativos que influenciam em uma extracdo lipidica eficiente sdo a coextracdo de
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substancias ndo lipidicas e a oxidacdo desses compostos, que pode ocorre em processos de
extracdo com longa duracdo (BRUM et al., 2009).

A etapa de extracdo de lipidios seguida por derivatizacdo € comum nas analises de
AG, para transforma-los em ésteres metilicos através de reacdes de esterificacdo ou
transesterificacdo. Essa etapa € necessaria, pois, a transformacdo dos &cidos graxos em ésteres
metilicos reduz o ponto de ebulicdo dessas substancias e promove sua volatilizacdo,
necessaria para melhorar a resolucdo dos picos em andlises por cromatografia gasosa (gas
chromatography - GC) (FIGUEIREDO et al., 2016).

Alguns métodos de extracdo de lipidios foram desenvolvidos e evoluiram ao longo dos
anos, a fim de extrair, com maior precisdo, as substancias presente em matrizes de extrema
complexidade. Entre os métodos utilizados os métodos de Bligh&Dyer, Soxhlet e Folch s&o
0s mais conhecidos (BRUM et al., 2009).

Recentemente Pellegrino et al., (2014) desenvolveu um método de extragdo para a
pesquisa lipiddmica em amostra de soro humano. Trata-se de uma extracdo monofasica de
lipidios (one-phase extraction, OPE), que busca melhores indices de recuperacdo na analise
simultanea de classes lipidicas diferentes. O método consiste na adicdo de 2000 uL de
metanol (MeOH) com BHT (100 mg/L) em 100 uL de amostra de soro sanguineo. As
amostras sao agitadas em vortéx e depois centrifugadas. O volume de 200 pL do sobrenadante
é coletado, seco sob fluxo nitrogénio (N:) e armazenado para posteriores analises
cromatograficas (PELLEGRINO et al., 2014).

2.2.1 Meétodo de Folch et al (1957)

O método de Folch et al. (1957) é um método classico de analise que realiza a
extracdo de lipidios de tecidos animais utilizando uma mistura de cloroférmio e metanol em
uma proporcdo de duas partes para uma, respectivamente. A agua proveniente do tecido
animal e a solucdo de cloreto de potassio 0,37% (m/v), adicionada ao meio de extracdo para
promover a melhor separacdo das fases, faz com que um sistema ternario seja formado e
auxilie na extracdo da fase lipidica (BRUM et al., 2009).

A fase lipidica é separada pelo solvente de extracdo (cloroférmio) através de uma
filtracdo em papel livre de gordura e posterior centrifugacdo. Um extrato contendo lipidios é
obtido e armazenado para posteriores analises. Diferentes quantidades de solventes
(cloroférmio e metanol) podem ser utilizadas, de acordo com o tipo e quantidade de tecido
analisado (FOLCH; LEES; STANLEY, 1957).
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A utilizagdo de solventes com polaridades diferentes se deve as interacdes dos lipidios
com membranas celulares e lipoproteinas. A utilizacdo de um solvente polar (metanol) tem a
finalidade de remover a associacdo existente entre essas substancias e deixa-las livres em
solucdo, sem que reagdes ocorram entre elas. O solvente apolar (cloroférmio) atua como um
extrator dos lipidios ja dissociados (BRUM et al., 2009).

Apesar de ser uma técnica classica de extracdo, o0 método de Folch apresenta algumas
desvantagens, como o longo tempo de anélise, toxicidade dos reagentes, possiveis coextracdes
ao longo do processo e utilizagdo de quantidades excessivas de solventes organicos (TANG;
ZHANG,; LEE, 2016).

De maneira ideal, as técnicas de preparo de amostra devem ser de rapida e facil
execucdo, possuir baixo custo e serem compativeis com o metodo instrumental de analise.
Assim, cada vez mais, busca-se a simplificacdo e miniaturizacdo das etapas, diminuindo a

quantidade de amostra e de solventes orgénicos (SARAFRAZ, 2010).

2.3 Microextragéo liquido-liquido dispersiva (DLLME)

A DLLME foi desenvolvida por Rezaee et al. no ano de 2006, para a determinacgéo de
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos em amostras de agua. A extracdo € realizada por um
sistema ternario de solventes, semelhante ao da técnica de extracdo liquido-liquido
homogénea (homogeneous liquid-liquid extration — HLLE) e da extracdo em ponto nuvem
(cloud point extraction — CPE) (REZAEE et al., 2006).

Nesse método de extracdo, o solvente extrator é disperso na amostra aquosa usando um
solvente dispersante, que promove a formacdo de goticulas finas de solvente extrator e que
consequentemente adquirem uma elevada area superficial. Nesse sentido, a transferéncia de
massas do analito para a fase extratora é aprimorada, 0 que torna a DLLME mais rapida que
as demais técnicas de extracdo liquido-liquido (liquid-liquid extraction - LLE) (HE;
CONCHEIRO-GUISAN, 2019).

O principio da técnica se baseia no equilibrio de particdo do analito entre duas fases
imisciveis, uma doadora (amostra) e uma extratora (solvente extrator hidrofébico). O que
determina a solubilizacdo do analito em qualquer uma das fases € a solubilidade relativa do
sistema, uma vez que os analitos com caracteristica apolar possuem a tendéncia de se
solubilizar na fase aceptora composta por um solvente apolar (hidrofobico), e os analitos com
caracteristica polare a se solubilizarem na fase doadora, composta por amostras aquosas de
extrema polaridade (hidrofilico) (BORGES; FIGUEIREDO; QUEIROZ, 2015).
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As moléculas com caracteristicas polares possuem maior concentragdo de carga
negativa em uma extremidade da nuvem eletrOnica e maior concentracdo de carga positiva na
extremidade oposta. Nas moléculas com caracteristicas apolares a concentracdo de cargas esta
uniformemente distribuida ao longo da molécula. Assim, o equilibrio resultante do sistema é
determinado pela diferenca de cargas elétrica entre as moléculas do analito da fase doadora
(polar) e da fase aceptora (apolar) (BORGES; FIGUEIREDO; QUEIROZ, 2015; HARRYS,
2017). O equilibrio estabelecido no sistema de extracdo € representado pela Equacao (1):

Adoadora « Aextratora

(1)
em que Adoadora representa os analitos presente na fase doadora e Aextratora 0S analitos presente
na fase extratora.

Idealmente, a atividade do analito em ambas as fases a uma determinada temperatura é
representado por uma constante de equilibrio (Kq) que consiste na Lei de Distribuicdo de
Nernst (BORGES; FIGUEIREDO; QUEIROZ, 2015). Esta constante de equilibrio é chamada
de coeficiente de particdo ou distribuicdo que pode ser representado pela Equacéo (2):

[Aextratora ]
K, = —cxiratora J )
¢ [Adoadora]

Nesse sentido, a DLLME € ideal para a extracdo de compostos com caracteristicas
lipofilicas ou que possuam Kg alterado pelo pH, no caso em que os analitos sdo ionizaveis
(ZANG; ZHANG; WANG; WANG, 2015).

Para que a eficiéncia de extracdo da DLLME seja avaliada, alguns parametros analiticos
foram adotados como: fator de enriquecimento (FE), recuperacdo de extracdo (RE) e
recuperacdo relativa (RR) (REZAEE et al., 2006; REZAEE; YAMINI; FARAJI, 2010).

O FE ¢ definido com a razdo entre a concentracdo do analito na fase extratora (Cextratora)
e a concentragdo do analito na fase doadora (Cadoadora) COM apresentado na Equacéo (3):

Cex tratora

FE = —/———— ©)

Cdoadora

O segundo parametro utilizado para certificar a eficiéncia de extracdo da DLLME ¢ a
RE, definida pela porcentagem do namero de mols total do analito contido na fase doadora
(Ndoadora) que foi extraido para a fase extratora (Nextratora). COMO 0 nUmero de mols de uma
substancia € definido como o produto da concentracdo pelo volume total da solucdo, a RE
pode ser inicialmente representada pela Equacao (4)

nsed 1 00 _ Cextratora . Vextratora

RE =

.100 4
Ngoadora Cdoadora- Vdoadora ( )

em que Vextratora € Vdoadora € 0 VOlume da fase extratora e doadora respectivamente.
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Como o produto da Cextratora Pela Cdoadora € definido como o FE, assim, a Equacéo (4)

pode ser reescrita como representado na Equacéo (5).

V,
RE = (m) .FE.100 (5)
Vdoadora

Em alguns casos a DLLME pode ser considerada uma técnica exaustiva, em que, a
quantidade de analito contida na fase doadora é transferida completamente para a fase
aceptora (BORGES; FIGUEIREDO; QUEIROZ, 2015). Nesse sentido a RR é definida como
a razdo entre a concentracdo do analito ap6s a adicdo de uma concentracdo conhecida de
solugdo padrdo (Canalito) menos a concentracdo de analito na amostra real (Crea) pela
concentracdo de padrdo que foi adicionada sobre a amostra (Cadicionada), representada pela
Equacao (6):

RR = Canatito = Creal 100 (6)

Cadicionada

Nos casos em que a transferéncia do analito para a fase extratora é parcial, a DLLME é

considerada uma técnica de equilibrio, sendo a RR calculada segundo a Equagéo (7):

K;.7,
RR = d-Vaceptora

Kd- Vdoadora + Vdoadora
Mesmo com diversos parametros para a determinacdo de sua eficiéncia a DLLME é

.100 @)

realizada em duas etapas de simples execucdo, como apresentado na Figura 5.
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Figura 5 — Sistema de extracdo da microextracdo liquido-liquido dispersiva (DLLME).
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(A) A amostra aguosa € coloca em um tubo de fundo chato; (B) o solvente extrator e o solvente
dispersante sdo injetados com o auxilio de uma seringa formando uma solucéo turva (C); (D) a
mistura ternaria é centrifugada; (D) o solvente extrator, contendo o analito, é recolhido com o
auxilio de uma seringa;

Fonte: do autor

Na primeira etapa de extracdo, quantidades adequadas e previamente otimizadas do
solvente extrator e do dispersor sdo injetados rapidamente na amostra aquosa contendo 0s
analitos. Nessa etapa, uma turbuléncia é produzida no sistema, formando uma emulsdo das
goticulas finas de solvente extrator de elevada area superficial com a amostra (REZAEE;
YAMINI; FARAJI, 2010). Esse processo de dispersdo faz com que a cinética de extracdo seja
mais eficiente devido a maior superficie de contato entre o solvente extrator e os analitos
contidos na amostra (MANSOUR; KHAIRY, 2017).

A segunda etapa do processo de extracdo ocorre com a centrifugacdo do sistema de
extracdo, para que a emulsdo seja quebrada e ocorra a separacdo das fases (MANSOUR,;
KHAIRY, 2017). A fase contendo os analitos é sedimentada na parte inferior do tubo e pode
ser recolhida e analisada pelo método analitico mais adequado (KISSOUDI; SAMANIDOU,
2018; REZAEE; YAMINI; FARAJI, 2010).

Desde o seu desenvolvimento, a DLMME passou a ser utilizada como técnica de
extragdo em diversas areas de segmento da quimica como: quimica analitica, quimica
ambiental, bioquimica, toxicologia, entre outros (KISSOUDI; SAMANIDOU, 2018). Isso se

26



deve as vantagens dessa técnica, que inclui o curto tempo de execucdo, simplicidade de
operacgdo, baixo custo, alta recuperacdo do analito e alto fator de enriquecimento e perfil
ambientalmente correto (KISSOUDI; SAMANIDOU, 2018; REZAEE; YAMINI; FARAJI,
2010; SHAMSIPUR et al., 2014).

Mesmo apresentando muitas vantagens, algumas variaveis podem afetar a eficiéncia
de extracdo da DLLME e necessitam de um processo de otimizacdo de acordo com as
caracteristicas fisico-quimicas de cada analito.

2.3.1 Variaveis experimentais na DLLME

A eficiéncia de extracdo da DLLME pode ser melhorada pela otimizacdo de suas

varaveis experimentais, como:

e Tipo e volume do solvente extrator

Na DLLME uma das variaveis de grande significancia para o processo de extracdo é o
tipo do solvente extrator empregado, selecionado de acordo com algumas propriedades
fisico-quimicas, tais como, ser imiscivel na fase doadora (amostra), extrair eficientemente 0s
analitos e ser compativel com técnicas cromatogréaficas de analise (BORGES; FIGUEIREDO;
QUEIROZ, 2015; MANSOUR; KHAIRY, 2017; REZAEE; YAMINI; FARAIJI, 2010).

Na Tabela 1 estdo listados alguns possiveis solventes extratores a serem utilizados na

DLLME e suas respectivas propriedades fisico-quimicas.
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Tabela 1- Solventes extratores utilzados na DLLME e suas propriedade fisico quimicas.

Solubilidade  Temperatura ~ Temperatura

Solvente De”iiggﬂec em agua de Fuséo de Ebulicdo Pressél_c; dezgligor
(g cm ’ ) (g L-l,200 C) (OC) (OC) (mm g! )
1,2-Dicloroetano 1,25 8,7 -3,5 83,5-84,1 65
1-Butanol 0,81 77 -89 116-118 5
1-Clorobutano 0,89 0,5 -123 79 83
1-Octanol 0,83 0,3 -16 195 5
1-Undecanol 0,83 Insolivel 13-15 129-131 0,006
Acetato de etila 0,90 85,3 -83 77 73
Benzeno 0,88 1,8 55 80,1 76
Brometo de 1,44 Decompe 4 198 5.1
enzila
Ciclo-hexano 0,78 0,055 6 81 77
Cloroférmio 1,47 8 -63 61 158
Diclo[ometano 1,33 20 -95 40 356
| Eter 0,74 42 -108,6 55,3 201
metil-terc-butilico
Iso-octano 0,69 0,00056 -107 99 38
n-Heptano 0,68 0,05 -90,5 97-98 36
n-Hexano 0,66 0,0095 -94,3 69 120
Tetracloreto de 1,59 0.8 23 76.7 90
Carbono
Tolueno 0,87 0,52 -95 110,6 22

Fonte: BORGES; FIGUEIREDO; QUEIROZ, 2015

Na DLLME convencional, também conhecida como DLLME normal (n-DLLME), o
solvente extrator possui densidade superior a 1,0 g cm™ (mais denso que a dgua). No entanto,
devido a toxicidade de alguns solventes e baixa a eficiéncia no processo de dispersao,
modificacdes foram propostas no método de extracdo, utilizando-se solventes com densidade
inferior a 1 g cm™ e com menor toxicidade, o que proporcionou uma série de classificagdes da
técnica (MANSOUR; KHAIRY, 2017), que sera abordada em outra se¢éo.

A eficiéncia do processo de extracdo tambem é significativamente afetado pelo
volume do solvente extrator que pode variar entre 8 e 500 uL (CAMPILLO et al., 2017). Esse
fendmeno esta relacionado ao FE, pois, com o aumento do volume do solvente extrator um
maior volume de fase sedimentada serd obtido apos a centrifugacdo, ocorrendo a diminuicao
no FE, uma vez que a concentracdo do analito diminuird em um volume maior de solvente.
Nesse sentido o solvente extrator ideal deve apresentar altos valores para o FE, assim como,
grandes volumes de fase sedimentas para posterior analise (REZAEE; YAMINI; FARAII,
2010; VINAS et al., 2014).
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e Tipo e volume do solvente dispersor

A segunda variavel experimental que apresenta influéncias significativas no processo
de extracdo da DLLME é o solvente dispersor (ou dispersante), que pode ser selecionado de
acordo com sua solubilidade tanto na fase extratora (apolar) quanto na fase aquosa (polar)
(REZAEE; YAMINI; FARAJI, 2010; SAJID, 2018). Na Tabela 2 estdo listados alguns
possiveis solventes utilizados como dispersores na DLLME.

Tabela 2— Solventes dispersores utilizados na DLLME e suas propriedade fisico-quimicas.

Solubilidade Temperatura Temperatura

Densidade ) y o Pressao de Vapor
Solvente em agua de Fusdo de Ebulicao
(g cm?,20° C) (mmHg, 20 °C)
(9.L%,200C) (°C) (°C)

Tetra-hidrofurano 0,89 SolGvel -108,5 65-66 176
1,4 Dioxano 1,03 SolGvel 12,00 101,5 31
1-propanol 0,80 Solavel -127,0 96,5-98 14
Metanol 0,79 Soluvel -98,00 64,5 96
Etanol 0,79 Soluvel -114,5 78,3 44
Acetona 0,79 Soluvel -95,40 56,2 175
Acetonitrila 0,786 Soluvel -45,70 81,6 73
2-propanol 0,786 Soltvel -89,50 82,4 32

Fonte: BORGES; FIGUEIREDO; QUEIROZ, 2015

O volume do solvente dispersor é o principal responsavel pela formacdo da solucao
turva, composta pela amostra aquosa, solvente extrator e o proprio solvente dispersor. Nesse
sentido, o grau de dispersdo do solvente extrator na fase aquosa e a formacdo das microgotas
sdo afetados pelo volume do solvente dispersor, o que consequentemente influencia na
eficiéncia de extracdo da DLLME (BORGES; FIGUEIREDO; QUEIROZ, 2015; REZAEE;
YAMINI; FARAIJI, 2010).

Um segundo aspecto eminente do volume do solvente dispersor € sua contribuicdo
para 0 aumento do volume da fase sedimentada. Assim, os volumes do solvente dispersor e
extrator devem ser variados simultaneamente para que o volume da fase sedimentada seja
constante (BORGES; FIGUEIREDO; QUEIROZ, 2015; REZAEE; YAMINI; FARAJI,
2010).
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° pH
O pH é uma varidvel que exerce uma papel crucial para a eficiéncia de extracdo de
compostos ionizaveis, uma vez que, os analitos em sua forma ndo ionizada (ou protonada) séo

facilmente transferidos pra o solvente extrator (CAMPONE et al., 2012).
e Forga ibnica

A forca ibnica € a variavel que estéa diretamente relacionada com a separacdo das fases
apos a etapa de centrifugacdo da DLLME, promovida pela adicdo de um ou mais sais no
amostra aquosa. A adicdo desses sais faz com que o volume da fase sedimentada aumente,
devido a diminuicdo da solubilidade do solvente extrator em agua (BORGES; FIGUEIREDO;
QUEIROZ, 2015; CELANO et al., 2019).

O fenébmeno descrito é denominado ‘salting-out” que por defini¢cdo, quando a
concentracdo de sal em uma solucdo aquosa é muito elevada, a solubilidade de outras
moléculas orgénicas com polaridade mais baixa diminui (TANG; WENG, 2013). A
diminuicdo da solubilidade das moléculas organicas em meio aquoso acontece devido a
formacdo de esferas de hidratacdo das moléculas de agua em torno das moléculas do cation do
sal deixando-as menos disponiveis para interagir com os analitos (LORD; PAWLISZYN,
2000). Essas caracteristicas do efeito salting-out faz com que os analitos precipitem ou se
separem da solucdo (TANG; WENG, 2013).

2.4 Classificacbes da DLLME

Devido a infinidade de matrizes e a variabilidade de analitos com potencial de
extracdo pela DLLME, modificacGes foram propostas no método de dispersdo e na densidade
dos solventes extratores (MANSOUR; KHAIRY, 2017). As modificacbes realizadas de
acordo com o sistema de dispersdo e suas principais caracteristicas estdo apresentadas na
Tabela 3.
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Tabela 3 — Caracteristicas de cada modificacdo realizada na n-DLLME de acordo com o sistema de
dispersdo

Sigla Caracteristicas

Na USA-DLLME, ondas de ultra-som sdo usadas para facilitar a etapa de
USA-DLLME"  dispersdo do solvente extrator na amostra aquosa substituindo a agitagdo manual

(MANSOUR; KHAIRY, 2017).

NA VA- DLLME a disperséo do solvente extrator na amostra aquosa € realizada
VA-DLLME™ pela agitacdo em vortéx, formado solucdo turva (RAHMANI et al., 2017),

podendo ou ndo conter o solvente dispersor (MANSOUR; KHAIRY, 2017).

A AA-DLLME ¢ realizada recolhendo e injetando a amostra aquosa com 0s

analitos juntamente com um pequeno volume de solvente extrator para uma

seringa, até a formacao de uma disperséo estavel (KARAMI-OSBOO; MAHAM,

2018).

AA-DLLME™

*DLLME assistida por ultrassom (Ultrasoundassisted DLLME) **DLLME assistida por vortéx (Vortex-assisted
DLLME) ***DLLME assistida por ar (Air-assisted DLLME).

As modificagdes realizadas de acordo com a densidade do solvente extrator e suas

principais caracteristicas sdo apresentadas na Tabela 4.

Tabela 4 — Caracteristicas de cada modificacdo realizada na n-DLLME de acordo com a densidade do
solvente extrator

Sigla Caracteristicas

O método convencional da IL-DLLME utiliza os liquidos idnicos como

solvente extrator ou dispersor na etapa de extracdo. Os liquidos idnicos sdo

IL-DLLME" _ . o . .
. sais organicos carregados, liquidos em temperatura ambiente e estaveis,
(p>1gcm”) . - . .
selecionados de acordo com o cétion ou 0 &nion usado em sua preparacdo
(TRUJILLO-RODRIGUEZ; ROCIO-BAUTISTA; PINO; AFONSO, 2013).
A LD-DLLME utiliza solventes organicos de baixa densidade e mais seguros
LD-DLLME™ como: octanol, hexano, ciclohexano e outros (YANG et al., 2019). Apés a
(p<1 g cm?®) etapa de disperséo e terminacéo o solvente extrator com os analitos € recolhido

na parte superior do tubo (MANSOUR; KHAIRY, 2017).

A DLLME-SFO usa solventes de baixa densidade com baixos pontos de fuséo
(10 — 25 ° C) tais como 1-undecanol e 1-dodecanol (MANSOUR,;
DANIELSON, 2017). Apos dispersdo e separacdo de fases, o solvente extrator

DLLME-SFOD™

(p<lgcm?) A . . : .
é solidificado usando uma caixa de gelo e entéo transferido por uma espéatula

ou forceps(MANSOUR; KHAIRY, 2017).

*DLLME assistida com liquido i6nico (lonicliquid-assisted DLLME). **DLLME com solvente de baixa
densidade (Lowdensitysolvent-DLLME). ***DLLME com solidificacdo da gota organica (DLLME
withsolidified floating organicdroplet).
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Mesmo com as diversas modificaces ja propostas, novos métodos continuam sendo
criados para melhorar a eficiéncia de extracdo da DLLME. Os agentes ativos de superficie
(surfactantes) foram utilizados, sendo que, sua utilizagdo como solvente extrator ou dispersor
depende das propriedades fisico-quimicas associadas ao mesmo. Surfactantes hidrofilicos sdo
geralmente utilizados como solventes dispersores na chamada DLLME assistida por
surfactante (surfactante assisted DLLME, AS-DLLME). Ja os surfactantes hidrofébicos sdo
utilizados como solventes extratores na DLLME em ponto nuvem (cloud-point DLLME, CP-
DLLME) (MANSOUR; KHAIRY, 2017).

2.5 DLLME e suas variacdes na extracao de analitos em amostras de soro sanguineo

O preparo de amostras em matrizes biologicas, como sangue total, soro e plasma, sdo
um desafio devido a varios compostos enddégenos como as proteinas plasmaticas. As técnicas
de preparo de amostras devem garantir a remocdo dessas biomoléculas a fim de melhorar a
eficiéncia de extracdo de substancias como: proteinas, lipidios e acucares (DE BOECK et al.,
2019).

Assim, a DLLME e suas varia¢@es sao utilizadas no preparo de amostras em amostras

de soro sanguineo. Alguns trabalhos reportados na literatura séo apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5 - Trabalhos reportados na literatura para a DLLME e suas variagBes na andlises de

amostras de soro sanguineo.

Técnica Analito Solvente extrator Referéncia
25 (MOLLAHOSSEINI;
LD-DLLME hidroxi-colocalciferol 1-octanol KAMANKESH:
MOHAMMADI, 2019)
TSIL-DLLME" Cadmio tiosalicilato de trioctil (et al. 2018)
metil amoénio
(SAFAVI; MALEKI;
IL-DLLME Cobre . Sﬁgfg“ﬂ;‘;ﬁsr;?;oaj:“o ALIZADEH:
FARJAMI, 2016)
hexafluorofosfato de .
IL-DLLME Danazol 1-butil-3-metilimidazélio (GONG; ZHU, 2016)
hexafluorofosfato de
IL-DLLME Cobre 1-butil-3-metilimidazélio (ARAIN et al., 2016)
DLLME _ Farmacos Cloroférmio (CHEN et al., 2016)
imunossupressores
. . (CHENG; CHEN;
DLLME Rivaroxaban Cloroférmio CHANG, 2015)
DLLME Parabenos Triclorometano (CARRASCOet al,
2015)
DLLME Benzofenonas Triclorometano (VELA-SORIA et al.,
2014)
(ABDELHAMID;
USA- DLLME Bactérias patogénicas Cloroformio BHAISARE; WU,
2014)
. . hexafluorofosfato de (HAYAMA et al,
IL-DLLME S-hidroxiinddis —  til-3-metilimidazélio 2013)
(SAFDARIAN;
CCT-DLLME™ Curcumina 1-dodecanol HASHEMI;

NADERLOU, 2012)

“Microextragdo liquido-liquido dispersiva usando liquidos idnicos para tarefa especifica.
(Dispersive Liquid-Liquid Microextraction Using a Task-Specific lonic Liquid, TSIL-DLLME). **
Armadilha de coluna fria com microextragdo liquido-liquido dispersiva (cold column trapping in

dispersive liquid-liquidmicro extraction, CCT)

E valido ressaltar que nenhum trabalho reportado na literatura utiliza a DLLME ou

uma de suas variacdes para a determinacéo de lipidios em amostras de soro sanguineo.

2.6  Quimiometria
Devido ao intenso desenvolvimento dos instrumentos de analises quimicas, uma
grande quantidade de dados comegou a ser obtida rotineiramente em laboratério, com alta

variedade de informag6es. Nesse sentido, métodos capazes de extrair informagdes precisas de
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tamanha quantidade de dados comecgaram a ser desenvolvidos, impulsionando o campo das
analises quimicas (SZYMANSKA, 2018).

Na década de 70, as medicGes e célculos realizados em funcdo do desempenho de
processos ou sistemas quimicos passaram a ser entendidos como uma ciéncia chamada de
quimiometria (NUNES et al., 2012). A quimiometria tem como objetivo obter informagdes
quimicas por meio de métodos matematicos ou estatisticos, que na maioria dos casos ndo é
uma tarefa facil, sendo necesséario realizar célculos extensos exigindo a utilizacdo de
softwares e computadores (KUMAR et al., 2014; NUNES; et al., 2012).

As ferramentas quimiométricas sdo aplicadas na otimizacdo de métodos analiticos com
a finalidade de diminuir a quantidade de experimentos, contribuindo para 0 menor consumo
de reagente e de tempo. A otimizacdo de um processo tem como objetivo melhorar o
desempenho para se conseguir maiores beneficios. Nesse sentido, no desenvolvimento de
métodos analiticos é necessaria a aplicacdo de métodos de otimizagdo, devido a grande
quantidade de variaveis que podem influenciar na resposta analitica (BEZERRA et al., 2016;
KUMAR; BANSAL; SARMA; RAWAL, 2014)

Os métodos de otimizacdo se caracterizam pelo conjunto de experimentos quimicos,
para condicOes de analise para se obter melhores respostas analiticas, com maior preciséo,
sensibilidade, menores limites de quantificagdo com o menor custo possivel. Entre as diversas
ferramentas quimiométricas 0 modelo de misturas, assim como outros, se destaca pela
capacidade de otimizacdo multivariada (BEZERRA et al., 2016).

2.6.1 Modelo de Scheffé
O planejamento experimental para estudos de misturas € um caso especifico, sendo
que suas propriedades sao determinadas pelas proporcGes de seus componentes e ndo por
valores absolutos. A soma das proporcbes dos componentes de uma mistura deve sempre

corresponder a 100%, podendo ser representada pelas Equacdes(8).
q

in =100% =1 8

i=1

sendo: 0 <x; <1

em que, Xi a propor¢do do i-ésimo componente e g 0 nimero de componentes da mistura.
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A relacdo apresentada retira um grau de liberdade (g-1), estabelecendo que, com a
proporc¢do de dois componentes, é possivel determinar a proporcao do terceiro no caso de uma
mistura ternéria de solventes (NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2001).

Essa restricdo sugere que novas metodologias sejam desenvolvidas para se adaptarem
aos problemas envolvendo misturas. Nesse sentido, 0 modelo polinomial de Scheffé é o mais
utilizado, pois deixa explicito todos os componentes representados como parametros do
modelo, sendo conveniente para interpretacdes em termos quimicos. Trata-se de uma
reparametrizacdo do modelo polinomial ordinario (CORNELL, 2011). Os parametros fi e di
capturam detalhes da superficie de resposta que podem ser interpretados como informacgdes
sobre a interacdo dos componentes da mistura investigada. A interpretacdo geral dos
coeficientes é dada por:

e fi: indica o posicionamento (altura) da superficie, ou seja, as respostas esperadas para
0s componentes puros (Xi);

e [3j: termos binarios indicam se ha presenca de curvaturas nas bordas indicando a
sinergia ou antagonismo entre X; e X;;

e P123: 0 valor do coeficiente para o termo cubico especial pode indicar se ha curvatura
no centroide (pontos dentro da superficie);

e djj: indica a inflexdo das arestas entre os componentes entrex; e X (CORNELL, 2011).

O modelo linear (ML) de Scheffé é forma mais simples de representar uma mistura de
trés componentes, em que, um plano se ajusta da melhor maneira, em relacéo a disposicoes

dos pontos no espaco. Tal modelo é representado na Equacéo (9).

a
yi = Bix; 9)

i=1

Uma ampliacdo do ML é o modelo quadratico (MQ) de Sheffé, que contem mais

termos associados a sua equacdo. O modelo quadratico pode modelar curvaturas nas arestas

da superficie, ao contrario do modelo linear, que mantém suas arestas completamente retas
(NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2001). O MQ é representado pela Equacao (10).

q q-1<q
Vi = Z Bix; + Z _ Z BijXiX;j (10)
i=1 i<j j

O modelo cubico especial (MCE) de Scheffé é um modelo mais amplo, que apresenta
termos em sua equacgdo, capaz de representar a curvatura da superficie de acordo com a
disposicdo e informacdo que os dados experimentais apresentam. O MCE é representado pela
Equacdo (11).
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Z B1xq + ZK} Z BixxiXj + ZK; Z]<k Z BijkXiXjXk (11)

O modelo cubico completo (MCC) representado na Equacdo (12) € capaz de
representar com maior precisao as inflexdes ao longo de toda a superficie, sendo indicado
para representar informagdes de misturas mais complexas, em que, ocorram interacfes entre
os solventes utilizados (CORNELL, 2011).

n=3n=3 n=3n=3
Z Bixqy + z z BI]X X+ B123X1X2X3 + z z dl]X Xj Ca ) (12)
i=1 i>j i=1 j>i

O modelo polinomial de Scheffé analisa as diferentes propor¢des dos componentes da
mistura, sendo ela binaria, ternaria ou com maior nimero de componentes. O modelo garante
que o arranjo de pontos formado pelas combinacdes das proporcoes, fique igualmente
espacado no simplex. O arranjo dos pontos previsto pelo modelo polinomial de Scheffé é

apresentado na Figura 6.

Figura 6- Representacdo do modelo ternario para o0 MCC com dez pontos experimentais.

X3
009 10

*— ® 0.0
0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 X

(b)

(A) representagdo do espaco simplex; (B) representacdo do espaco pseudomistura para o MCC.
Fonte: do autor

O arranjo simplex da Figura 6(a) representa uma restricdo do sistema quimico de
mistura com trés componentes. Essa restricdo do espaco quimico € realizada em casos
particulares, em que, misturas binarias e formulacdes dos componentes puros, ndo sdo capazes
de compor o sistema em estudo. Nesse caso, somente misturas com proporcoes dos trés
componentes sdo representadas. O arranjo simplex da Figura 6 (b) trata-se da mesma regidao
porém em termos de pseudo componentes, que por definicdo, sdo combinagdes dos
componentes originais, que redefinem as coordenadas das misturas em relacdo ao espaco
experimental a ser estudado (CORNELL, 2011).
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2.7 Validacao de metodologia analitica

2.7.1 Seletividade

No desenvolvimento de um método analitico a concentracdo das substancias de
interesse presentes em uma amostra é determinada indiretamente através de propriedade
especificas e quantificaveis que as moléculas de tais substancias possam apresentar quando
submetidas a um método de andlise. Nesse sentido, é fundamental que o sinal analitico gerado
seja proveniente apenas desses analitos e ndo de outras substancias quimicamente ou
fisicamente similares, evitando-se assim, viés nos resultados de medicéo (FDA, 2019).

O pardmetro que avalia a correspondéncia de uma substancia com o sinal analitico
gerado devido a suas propriedades especificas € a seletividade, que por definicéo, é a extensao
a qual o método analitico pode ser usado para determinar analitos particulares em misturas ou
matrizes sem a interferéncia de outros componentes com caracteristicas similares
(EURACHEM, 2014; VESSMAN et al., 2001).

As interferéncias nos métodos analiticos podem se comportar de forma sinérgica ou
antagbnica ao sinal correspondente a substancia de interesse. Interferéncias “rotacionais”
afetam o sinal analitico proporcionalmente a concentracdo do analito, alterando a inclinacéo
da curva de calibracdo, mas ndo o intercepto. As interferéncias “translacionais” ou “fixas”,
frequentemente referida como “de fundo” ou “de base” afetam a resposta analitica
independente da concentracdo do analito na amostra, alterando o intercepto da curva de
calibracdo, mas ndo a sua inclinagdo (EURACHEM, 2014).

Em analises cromatograficas, alguns cuidados sdo necessarios para a fim de garantir
uma boa resolucéo (separacao) e pureza dos picos cromatograficos. Alguns testes podem ser
realizados através de um detector de arranjo de fotodiodos ou espectrémetro de massas,
capazes de demostrar que o pico cromatografico é referente a um Unico analito (BRASIL,
2011).

2.7.2 Limite de deteccdo (LOD) e limite de quantificacdo (LOQ)
O limite de deteccao (limit of detection — LOD) é definido como a menor concentracao
do analito que pode ser detectada pelo método em um nivel especifico de confianca. A
definicdo do limite de quantificacdo (limit of quantification — LOQ) refere-se ao nivel em que
0 desempenho do método desenvolvido é aceitavel para uma aplicacéo tipica. A terminologia
empregada para a definicdo desses conceitos é muito diversificada e varia de acordo com os

setores que as utilizam. Nesse sentido, muitos laboratorios fazem a distin¢do entre o limite de
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deteccdo do instrumento analitico utilizado na determinacdo das substéncias de interesse e 0
limite de deteccdo da curva analitica desenvolvida para 0 método. O LOD do instrumento
analitico e dado pela andlise de amostras, muitas vezes em branco, apresentadas diretamente
ao equipamento ou através da relacdo entre o sinal proveniente do analito e o ruido do
equipamento, sendo essa relagdo comumente chamada de “sinal-ruido”(EURACHEM, 2014).

O LOD e o LOQ baseado no sinal ruido do equipamento podem ser calculados
segundo as Equacoes (15) e (16), respectivamente.

5 = /% (13)

= 0 14

Sp = —
0 \/ﬁ ( )
LOD =3 x s, (15)
LOQ =10 x s (16)

em que So é 0 desvio padréo de varias medidas de amostras com baixa concentragéo do analito
(Equagdo 13), sy 0 desvio padrdo bruto das mesmas analises (Equagdo 14), xi é o valor
individual de cada analise, x é a média dos valores e n € o nimero de replicatas realizadas
(EURACHEM, 2014).

O LOD e LOQ, também podem ser determinados de acordo com os parametros da

curva analitica segundo Equacdes ((17) e (18).

LOD =332 (17)
S

) (18)
L0Q = 10>
Q S

em que s pode ser determinado pelo desvio padrdo do intercepto e S pelo coeficiente angular
da curva analitica (INMETRO, 2010; RIBANI et al. 2004)

2.7.3 Faixa de trabalho (linearidade)

A faixa linear de trabalho ou linearidade é o intervalo de concentracdo proposto no
método analitico, representado através de uma curva analitica, capaz de fornecer resultados
com um valor aceitavel de incerteza. O limite inferior da faixa linear de trabalho é
determinado pelo LOQ e o limite superior é definido por concentragdes, em que, a linearidade

do método ndo é comprometida (EURACHEM, 2014). Considera-se que a linearidade foi
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comprometida quando ha um desvio superior a 5% em relacdo ao demais ponto da curva
(SKOOG; HOLLER, 2006).

Semelhantemente ao LOD, a faixa linear de trabalho também pode ser determinada
para o método analitico em desenvolvimento assim como para o instrumento analitico
utilizado. A faixa linear de trabalho do método é determinada segundo a concentragdo de um
analito em amostras laboratoriais em funcéo da concentragdo do mesmo em amostras teste e a
faixa linear de trabalho para o instrumento é obtida em termos de uma amostra teste de
concentracdo conhecida em funcdo do sinal apresentado pelo equipamento (EURACHEM,
2014).

2.7.4 Sensibilidade analitica
A sensibilidade analitica é definida como a mudanca na resposta do instrumento que
corresponde a mudancga na quantidade medida, isto €, o gradiente da resposta ao longo da
curva analitica do método desenvolvido (EURACHEM, 2014).

2.7.5 Exatidao

A veracidade, por definicdo, corresponde a determinacdo de um numero infinitos de
resultados gerados pelo método analitico desenvolvido capaz de gerar um valor de referéncia.
Como a obtencdo de um numero infinito de resultados através do método analitico é inviavel
e impossivel, a exatiddo do metodo ndo pode ser determinada. No entanto, a avaliacdo pratica
da veracidade ¢ realizada em termos do viés de um conjunto de dados finito. Essa avaliacdo
consiste na comparacdo do método desenvolvido com um metodo de referéncia adequado que
pode ser realizado por: analise de materiais de referéncia, testes de recuperacdo utilizando
amostras enriquecidas e comparagdo com resultados obtidos com outros métodos
(EURACHEM, 2014).

A comparacdo entre os métodos pode ser realizada por testes de recuperacéo,

determinada segundo a Equacéo (19).

x O ]
R(%) = Z;“;“’ x 100 (19)
re

em que Xmedio € 0 Valor médio das respostas obtidas e Xref€ 0 valor de referéncia, esperado para

aquele conjunto de experimentos.

2.7.6 Preciséao
Ao desenvolver um método analitico, a replicagdo dos resultados € fundamental para

que as estimativas das caracteristicas de desempenho sejam confiaveis. Os testes que buscam
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avaliar a replicacdo do meétodo devem considerar todas as variagbes de condicOes
experimentais encontradas durante o uso rotineiro do mesmo. Nesse sentido a precisdo é o
parametro analitico, que por definicdo, reporta a medida do qudo préximo os resultados
obtidos sdo um do outro. Ela é expressa através de parametros estatisticos que descrevem a
disseminacdo dos resultados através do desvio padrdo, que pode ser obtido através de
medicGes repetidas adequadamente em condicdes especificas (EURACHEM, 2014).

A precisdo encontra-se como um intermediario entre a repetibilidade, que avalia a
variabilidade dos resultados de medicdo do método analitico quando um Unico analista opera
0 equipamento ao longo de um curto periodo de tempo, e a reprodutibilidade que avalia a
variabilidade dos resultados entre laboratérios. Assim o objetivo da precisdo € obter uma
estimativa, capaz de incluir as fontes de variacdo provenientes de um laboratorio sob as
condicdes rotineiras de analise, com diferentes analistas, longos tempos de anélise e com
diferentes de equipamentos (EURACHEM, 2014).

Em alguns casos, a precisdo ndo pode ser avaliada em diferentes laboratorios, nesse
sentido, a precisao intermediaria, descritas pela 1ISO 5725-3 estabelece diretrizes para que a
validacdo do método em um mesmo laboratorio seja coerente (EURACHEM, 2014).

Os ensaios de precisdo podem ser avaliados por analise de variancia (ANOVA), que
tem como principio comparar variacbes que ocorrem em um grupo (niveis de fatores). A
analise dos dados pode apresentar uma hipotese nula (Ho), que indica que ndo houve variagéo
significativa entre os grupos, ou uma hipdtese alternativa (Ha), que indica varri¢oes entre eles.
O teste estatistico usado pela ANOVA ¢é o teste-F, que consiste em comparar o valor de F
(Fealculado) cOm um valor de F tabelado (Feritico) OU através do valor de probabilidade (valor-p),
de acordo com o nivel de significancia (o) adotado. Ambos as formas de analise direciona
para rejeitar ou ndo a Hoem favor da Ha (EURACHEM, 2014; SKOOG; HOLLER, 2006).

2.7.7 Incerteza de medicao

A incerteza esta relacionada a um resultado de medicdo, capaz de expressar uma faixa
de valores que pode ser atribuidos a quantidade que estd sendo medida. Ao se estimar a
incerteza de uma quantidade medida, todos 0s processos operacionais realizados, devem ser
levados em conta, sendo estes combinados de acordo com procedimentos bem estabelecidos.
Inimeras abordagens sdo descritas na determinacdo da incerteza em métodos quimicos que
levam em conta: a precisdo global ao longo do método, incertezas provenientes dos métodos
de referéncia, calibragdo de equipamentos e quaisquer outros fatores que levam a desvios dos

valores verdadeiros de medida (EURACHEM, 2014).
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2.7.8 Robustez

A robustez é a habilidade deum método analitico ndo ser afetado por pequenas e
deliberadas variagdes em seus fatores. Ela fornece ao analista uma indicag&o da confiabilidade
do método seu uso(EURACHEM, 2014). Um método é dito robusto quando se revela
insensivel a pequenas variagdes que possam ocorrer quando em execucdo (BRASIL, 2011).

No desenvolvimento de qualquer método analitico, certas etapas exigem cuidados para
que ndo ocorra 0 comprometimento de seu funcionamento. Assim, essas etapas devem ser
identificadas e suas influéncias no desempenho do método avaliado por meio de um teste de
robustez. Tal teste € realizado através de mudancas no método desenvolvido, buscando
identificar as variaveis com efeitos mais significativos. Assim, durante a execucao das etapas
criticas do meétodo ha de se ter mais precaucdo, garantindo melhorias ao metodo
desenvolvido(EURACHEM, 2014).
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In this paper, we propose the application of Moore-Penrose generalized inverse in order to determine
Scheffé full cubic model, and concurrently determine the three coefficients dij. The previously
determined model has allowed the chemical interpretation of Scheffé’s mixture model, making it
possible to optimize the LD-DLLME extraction technique in order to determine linoleic acid in sheep

serum samples.
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ABSTRACT

The modification in the nutritional composition of the ruminant diet causes meaningful alterations in
the fatty acids (FAs) structure supplemented due to the action of rumen microorganisms. The
modification in the FAs structure alters the role which these play in the ruminant metabolism. The
Folch method (1957) is the most often used to determine fatty acids in these animals’ tissues and
presents certain disadvantages such as the great volume of solvent and low mass transfer from the
analyte to the extracting phase. Thus, we tested the LD-DLLME as an alternative method to determine
these substances. In this paper, we used a simplex-augmented mixture design — to which we applied
Scheffé’s polynomial in modeling, and we used Moore-Penrose generalized matrix inverse due to the
possibility of concurrently determining value estimates of coefficients of the parameters which
represent cubic terms — allowing the chemical interpretation of the LD-DLLME best extraction

condition for linoleic acid in ruminant serum samples.

Keywords: mixture design, miniaturized technique, linoleic acid, ruminants, blood serum.

1. INTRODUCTION

The modification in the eating practices of ruminants, such as cattle and sheep, allows great alterations
in the composition of nutrients in these animals’ organisms due to the rumen microbial action 2. Fatty
acids are the substances which suffer most modifications in their structure due to the action of these
microorganisms. The linoleic acid (LA) is an example which, when submitted to a rumen microbial
action mechanism, originates positional isomers, which do not produce the same effect in the
development of oocytes and embryos®.  Recording and assessing the effects of nutritional
modifications in this substance profile for each animal is complicated and expensive, which allows the
development of alternative analytical methods *.

The fatty acid extraction and purification are traditionally carried out through the Folch method
(1957)°, which, despite widely used, has disadvantages such as low transfer rate from the sample
analytes, long extraction time and high organic solvent consumption ®. In this sense, the liquid phase
microextraction techniques (LPME) are alternative pretreatment methods which are simple, easy to
perform, and sensitive to analytepreconcentration’.

Among the LPME techniques, low density dispersive liquid-liquid microextraction (LD-DLLME) is
an alternative technique derived from dispersive liquid-liquid microextraction (DLLME), which

presents advantages such as its fast execution, low cost, high enrichment values, simple operation and
48



environmental viability 8 1t comprehends a ternary solvent mixture with the potential to nonpolar
substance extraction.

In chemical systems involving mixtures, Cornell (2011)° determines that the experimentally obtained
response depends on the proportions between the mixture components and not on the amount which
the mixture presents itself as. One of the most adopted mathematical models for chemical mixture
modeling is Scheffé’s canonical polynomial model.

Despite being convenient for response surface interpretations, Scheffé polynomial model presents a
few inconveniences, such as loss of direct interpretation of model parameter coefficients,
corresponding one-to-one to the mixture components. In mathematical terms, Scheffé’s model
introduces interdependence between all the parameters. This implies that, in full cubic models, the
coefficients dij cannot be simultaneously determined.

In order to determine a solution that better fits a system of linear equations, Moore-Penrose
generalized inverse can be used to calculate a single solution *°.

This way, the aim of the paper is using Moore-Penrose generalized matrix inverse to obtain
simultaneously the best estimate of all coefficients dj;, by means of response surfaces (models). The
coefficient estimate will help with the chemical interpretations of a mixture system developed to
optimize LD-DLLME applied in serum samples of ruminants which had their diet modified with

linoleic acid supplementation.

2. THEORY AND METHOD

2.1 Chemical System of Mixture Variables

The main characteristics of a ternary chemical mixture system are: the sum of mixture variables (x;)
representing the chemical compounds constituted in this mixture must be equal to 1 (or 100%); the
value of each individual component must be in the range of 0 and 1 (or of 0 and 100%) ***2. The

equations 1 and 2 represent, in mathematical terms, these characteristics:

n=3

D X, =1=100% (1)

i=1
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0< ), <1 or 100% 2

Thus, the chemical mixture system domain corresponds to a simplex space, so denominated

by mathematical terminology.

1.1  Scheffé Mixture Model
Scheffé’s canonical polynomial model is one the most often used for mixture modeling. Equation 3

represents Scheffé cubic model for a ternary system.

n=3 n=3 n=3 n=3
Zb X +Zzbu X Xj + By - XX, - X +sz” X o X (Xi-Xj) (3)
i=1 j>i i=1 joi

Scheffé’s canonical model reparametrizes the ordinary polynomial model to explicitly place all the
mixture components represented as parameters of the model, thus, making it convenient for
interpretations in chemical terms °.

The restrictions presented in Equations 1 and 2 imply that a given response (yi), modeled in function
of the mixture components (x;), cannot be attributed to a single component in dealing with binary or
ternary mixtures. That is, the response (y;) is intrinsically determined by the composition as a whole,
or yet, in mathematical terms, the restrictions impose a linear dependence between the variables.
Scheffé polynomial model does not have the intercept (differently from conventional experiment
designs). The information which this constant term would describe is implicitly redirected to other
terms in the mixture components and consequently cannot be interpreted as additional effects to a
constant mean value. This model does not remove the collinearities between the X; variables. Scheffé’s
model can satisfactorily represent surfaces which do not contain very rugous topology all over the
domain and, if this complexity exists on the surface, the prediction values can present considerable
residues. Even so, Scheffé’s model is a useful and convenient approximation for chemical product
interpretation.

Scheffé’s model terms capture surface details which can be interpreted as information on the
interactions between the components of the investigated mixtures. The coefficient interpretation is as

follows °:
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e Db indicates the surface positioning (height), that is, it is the expected responses for the pure

components (Xi);

e Dby: binary terms indicate if curvatures are present on the edges, indicating synergy or

antagonism between x; and Xx;;

e bas: the coefficient value for the special cubic term can indicate if there is curvature in the

centroid (points inside the surface);

e i the full cubic indicates the present inflexion in the edges between the components x; and x;.

1.2 Singularity in Mixture Design

The experimental design and the experimental responses (chromatographic peak areas) are presented

in Table 1.

Table 1 Experimental Design (mixture proportions), pseudomixtures e LD-DLLME technique

experimental response

Ne 71 (%) 22(%0) 23 (%) X1 X2 X3 y (u.a)

1 80 10 10 1.00 0.00 0.00 631

2 42 48 10 0.00 1.00 0.00 622

3 57 10 33 0.00 0.00 1.00 2544

4 61 29 10 0.50 0.50 0.00 2224

5 68.5 10 21.5 0.50 0.00 0.50 1652

6 49.5 29 21.5 0.00 0.50 0.50 3539

7 59.67 22.67 17.67 0.33 0.33 0.33 4056;2863
8 69.83 16.33 13.83 0.66 0.17 0.17 4773;4037
9 50.83 35.33 13.83 0.17 0.66 0.17 4127,4093
10 58.33 16.33 25.34 0.17 0.17 0.66 7910;7470

z1 = Magnesium chloride agueous saline solution 0.017% (m/v); z; = Toluene; zz = Methanol; X1, X2

and x3 = pseudomixtures which codify z; z, and zs. y = chromatographic peak areas

The model expressed in matrix form by Equation 3 is presented in Table 2.
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Table 2 Matrix representation of terms (contrasts) of Scheffé full cubic model

1 I2 I3 li2 li3 I23 l12s O12 Q13 023
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 1 0 0 0 0 0 0 0
1/2 1/2 0 1/4 0 0 0 0 0 0
1/2 0 1/2 0 1/4 0 0 0 0 0
0 1/2 1/2 0 0 1/4 0 0 0 0
1/3 1/3 1/3 1/9 1/9 1/9 1/27 0 0 0

4/6 1/6 1/6 1/36 1/9 1/9 1/54 1/18 1/18 0

1/6 4/6 1/6 1/9 1/36 1/9 1/54 -1/18 0 1/18

1/6 1/6 4/6 1/9 1/9 1/36 1/54 0 -1/18  -1/18

l1=X1; I2=X2; 13=X3; 112=X1.X2; 113=X1.X3; 1123=X1.X2.X3; Q12=X1.X2.(X1-X2); O13=X1.X3.(X1-X3) and gzs=X2.X3(X-

X3)

The coefficient value estimates of all these parameters cannot be determined by Ordinary Least
Squares (OLS), implemented in a conventional way, given the interdependence (collinearity) between
the xi components. Specifically, the model (Equation 3) coefficients (dj), which multiply the
parameters named as full cubic (according to terminology used by Scheffé and described by the
contrasts in the last three columns in Table 2), cannot be concurrently determined °, because, in

accordance with Equations 4, 5 and 6:
D= [Q12 Qs %3] (4)
det (D'D)=0 -
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N
x(D'D) ~ +Inf ©)
that is, the crossed product determinant value in matrix D, formed by all full cubic terms, is O exactly
(as seen in the lines and columns numbered from 8 to 10 in Table 2).

In mathematical terms, we can say that it is a singular matrix, that is, not invertible. Likewise, the
condition number «k (which is virtually equal to +Inf, except for errors in arithmetic approximations in
fluctuating point operations) informs that the matrix is poorly conditioned. If this matrix is a linear
system representation, we consider that there may possibly be infinite solutions. That said, the OLS

method does not apply to these cases. This implies that the coefficients dj cannot be concurrently
defined.

1.3 Least squares via Moore-Penrose generalized matrix inverse

In order to go around this restriction established in the previously presented item, a possible alternative
would be using Moore-Penrose generalized matrix inverse to implement the least square solution *.

The application of Moore-Penrose inverse considers a linear system 3, as presented in Equations 7, 8

and 9:
y=M-b+¢ (7
b=M"-y+7 (8)
r=[1-M"-M] -0 9)
In which:

e y:is a matrix column with the responses;

M: is the matrix representation of Scheffé full cubic model,

b: is the vector containing the coefficient values of Scheffé model parameters;

e: is the residual component not explained by the model;

I: is the identity matrix;

e M": is Moore-Penrose generalized matrix inverse (the superscript + shows this specification);
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e : is an arbitrary vector (which indicates the possibility of an infinite number of equivalent

solutions for the linear system).

A possible implementation for obtaining Moore-Penrose matrix inverse is by using Singular Value
Decomposition (SVD) in matrix M (which represents Sheffé’s model in matrix form) according to

Equations 10 and 11:

M=UXV' (10)

M=V3u’ (11)

where:

e U e V: are the singular vector matrixes on the left and singular vectors on the right,

respectively;

e X is a rectangular diagonal matrix with real non-negative numbers in the diagonal, called by

singular values;
e X" has its elements in the diagonal, being the reciprocal of the elements in the diagonal X.

With this solution, we find it possible to obtain the best approximation for all estimates of coefficient
values for the represented parameters, vector b'°. And, by extension, it has the most convenient
interpretations from a point of view in Chemistry, since the coefficients dj can be, at least

approximately, concurrently estimated.

1.4 Data source

1.4.1 Experimental Responses

The experimental responses used in this study, shown in Table 1, are the chromatographic peak areas
(y) of a linoleic acid extraction method optimization in ruminant serum samples using Low-Density
Dispersive Liquid-Liquid Microextraction (LD-DLLME). The serum samples used were obtained
from lambs supplemented with lipids. We submitted these samples to the LD-DLLME process,

seeking a better proportion of each solvent used in the linoleic acid extraction, and so they are z;
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(magnesium chloride saline aqueous solution 0.017% m/v), z, (toluene) and zz (methanol). The

obtained extracts were analyzed in gas chromatography with flame ionization detector (GC-FID).

1.4.2 Experimental Design

The determination of the experimental analysis conditions of the LD-DLLME technique for the
extraction of linoleic acid from ruminant serum was investigated by means of a previous experimental
screening, which directed the analysis conditions for a more restricted chemical space in the extraction
process optimization.

In the optimization, the proportions of components z1, z, and z3 were varied 80 — 42%, 48 — 10% and
33 — 10%, respectively. Once the proposed experimental domain does not allow pure solvent
conditions or binary mixtures, the chemical space which comprehends the proportions zi, z; and z3
was codified in a pseudomixture space Xi, X2 and xs (Figure 1). The established extraction conditions
for the optimization are presented in Table 1. The proposed experiments in the optimization were

carried out in a random order so that we could minimize tendencies of the LD-DLLME process.

Z;

Figure 1Chemical mixture composition and pseudo mixture representations in ternary diagrams z; =
Magnesium chloride aqueous saline solution 0.017% (m/v); z2 = Toluene; zz = Methanol; X1, X and Xs

= pseudo mixtures which codify z; z; and z3,

1.5 Extraction Method
The LD-DLLME is a miniaturized technique derived from dispersive liquid-liquid microextraction

(DLLME), in which the extracting solvent is dispersed in the agueous sample using a dispersing
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solvent, which promotes the formation of extraction solvent thin droplets and which consequently
acquires an elevated superficial area. In this sense, the analyte mass transfer to the extraction phase is
enhanced, which makes the DLLME faster than the other liquid-liquid extraction (LLE) techniques **.
Differently from DLLME, the extraction solvent used in LD-DLLME has a smaller density than pure
water, which makes it possible to collect easily from the extraction phase in the upper part of the
extraction system.
In the proposed system for the LD-DLLME process optimization, the components X1, X, and xs that
codify z1, z; and z3 represent, in the extraction system:

e Xy dispersion medium in the sample (saline solution);

e X extraction solvent (toluene);

e Xxs: dispersing solvent (methanol).
In the proposed procedure, 100 pL of a ruminant blood serum sample were used and the system total
volume is equivalent to 3.0 mL. The composition of the mixtures assessed for the linoleic acid

extraction from the samples are shown in Table 1.

2 RESULTS AND DISCUSSION
2.1  Scheffé’s Supersaturated Method
The obtained polynomial models were named M1, M2, M3, Supersaturated (SS), pand SS — y, and are

presented in Figure 2.
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Figure 2Graphic representation of models. M1: model with terms di» and di3; M2: models with terms
di2 and dz3 M3: model with terms diz and d,3 SS: Scheffé Supersaturated model; p: arithmetic mean of
the three models (M1 + M2 + M3/3).

Once the coefficients dj for the Scheffé full cubic model cannot be simultaneously determined, as
previously shown, the model M1 is composed solely by coefficients di, — dzs. Likewise, models M2
and M3 are composed of coefficients di2 — dzs and dis — dz2s, respectively.

The application of Moore-Penrose generalized matrix inverse through SVD is presented by the SS
model, in which the information of terms di2, diz and dz; are concurrently represented. The graphic
representation with the three coefficients brings a region into evidence and well outlined in the
pseudomixture system, which makes chemical interpretations easier in the proposed system for LD-
DLLME.

The mean surface, p, and the linear combination of surfaces M1, M2 and M3 are represented in Figure
2, proving that the Moore-Penrose generalized inverse can be applied in the solution of these types of
system which have linear interdependence (once the difference between SS and p is 0, according to the

model SS — u (Figure 2)).

2.2 Chemical Assessment
Assessing the ternary diagram SS, shown in Figure 2, we can observe a region of more intense

coloring located in the upper part on the left of the diagram. In the pseudo mixture system codified in
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X1, X2 and Xxs, this region indicates that component xz exerts the greatest influence in the linoleic acid
extraction from the sheep serum samples, followed by components x, and Xi.

According to the LD-DLLME extraction principles, the results found are coherent. The proportion
between the components xs (zs = methanol) and x, (z> = toluene) is approximately 2:1 respectively,
which befits the assessed extraction technique. Greater xs proportions, which corresponds to the
dispersing solvent (z3), promotes greater contact between the analyte and the extraction solvent
represented by x.. A lower X, proportion favors analyte preconcentration, increasing the analytical
signal.

Likewise, x1 (z: = saline solution MgCl, 0.017% m/v), which is found in a smaller proportion, is
convenient to disperse X, and efficiently extract the analyte from the sample. In this sense, the
proposed chemometrical method was viable to determine the optimal condition for linoleic acid
extraction through LD-DLLME, once it can be carried out in a wide range of solvent proportion

according to the analyte specificities and the matrix which contains it.

3 CONCLUSION

With the application of Moore-Penrose generalized inverse to the generated full cubic models, it was
possible to concurrently determine the coefficients d;j and represent them in a single SS model.

The simultaneous representation of all coefficients has enabled a better chemical interpretation of the
analysis conditions. The response surface of the SS model was able to indicate with acceptance the

optimal linoleic acid extraction through LD-DLLME.
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Resumo

Nesse trabalho a microextragdo liquido-liquido dispersiva de baixa densidade (LD-DLLME)
com posterior etapa de esterificacdo, foi proposta para a determinacdo de &cido linoleico (AL)
e acido estearico (AE) em amostras de soro sanguineo de ruminantes. A metodologia
desenvolvida teve como objetivo extrair e esterificar de forma rapida e eficiente ambos os
acidos graxos com subsequente analise por cromatografia gasosa com detector de ionizagdo
em chamas (GC/FID). A otimizacdo do método de extracdo foi realizada com o modelo
polinomial de Scheffé para misturas de trés componentes. O método foi validado segundo 0s
pardmetros estabelecidos pelo guia EURACHEM/2014. A condigdo 6tima de extracdo para a
LD-DLLME foi de 1400 puL do meio de disperséo (MgCl> 0,017%), 400 uL de solvente
extrator (tolueno) e 1200 uL de solvente dispersor (metanol). O desempenho do método
demonstrou seletividade, sensibilidade e precisdo adequadas para ser aplicado em amostras
reais,apresentando uma recuperacdo média de 98,54% e 103,83% para 0 AL e para 0 AE,
respectivamente. A LD-DLLME mostrou-se superior ao método de Folch et al,. (1957), até
entdo utilizado na determinacdo de &cidos graxos em amostras de soro sanguineo de
ruminantes. Por meio das analises em amostras reais pode-se inferir que o método
desenvolvido é eficiente no monitoramento dessas substancias no organismo de ruminantes.

Palavras-chave: &cido linoleico; acido estearico, quimiometria; técnica miniaturizadas de
extracao;

Introducao

Os acidos graxos (AG) sdo substancias fundamentalmente suplementadas na dieta de
ruminantes devido a melhorias no metabolismo, fornecimento de energia e desempenho
reprodutivo desses animais, principalmente no periodo da lactagdo * % 34, A suplementacio
desses lipidios acontece por meio da forragem com cereais e oleaginosas, que sdo ricas em
acidos graxos poli-insaturados (PUFAS)®: 6.

O fornecimento de PUFAS na dieta de ruminantes proporciona a sintese de prostaglandinas,
que sdo responsaveis por melhorar o ambiente uterino para o desenvolvimento de odcito e
embries " 8 °. O baixo fornecimento de PUFAS para esses animais provocam inibicdes em
seu crescimento, problemas de salde e ovulacdo. Esse quadro é convertido pelo fornecimento
de é&cido linoleico (AL, C18,2 cis-9 cis-12) e acido a-linolénico (ALA, C18:3, cis-9, cis-12,
cis-15) uma vez que os mamiferos ndo sintetizam esses AG naturalmente 8.

Devido ao processo de biohidrogenacdo do AL reagbes consecutivas de isomerizacdo
acontecem no rumem desses animais, tendo como produto majoritario o acido estearico (AE,

C18:0)° 1011 Assim, a suplementagdo de AL é um processo importante, uma vez que essa
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substancia ndo é absorvida em quantidades adequadas por esses animais®. Sendo assim,
monitorar e avaliar a modificacdo dessa substancia no organismo desses animais € um
processo complicado e dispendioso, o que viabiliza o desenvolvimento de métodos
alternativos de analise'?.

O método de Folch et al., (1957)® (FO) ainda é o mais utilizado na extragdo e purificacéo
desses composto em amostras bioldgicas. Trata-se de um método de extracao liquido-liquido,
que apresenta como caracteristica o elevado consumo de solventes potencialmente toxicos,
baixa transferéncia do analito para a fase extratora e grande consumo de tempo 4 °,

Nos ultimos anos, o desenvolvimento de métodos miniaturizados cresceu significativamente
por atender os requisitos da quimica verde. Entre as técnicas miniaturizadas desenvolvidas, a
microextracdo liquido-liquido dispersiva (DLLME) se difundiu rapidamente devido a sua
simplicidade de operacdo, boa relacdo custo-beneficio, alto fator de pré-concentragdo, alta
eficiéncia de extracio e baixo consumo de solvente organico e amostra 6.

Ao longo de seu desenvolvimento e consolidagio a DLLME passou por extensas
modificagdes com relacdo ao tipo de solvente de extracdo, solvente de dispersdo e
dispositivos de extracdo ¢. Exemplo disso é a microextragdo liquido-liquido dispersiva de
baixa densidade (LD-DLLME) que utiliza solventes menos densos que a dgua para se adaptar
as caracteristicas do analito e da matriz de estudo®’.

Nesse sentido, o objetivo do trabalho foi otimizar e validar um método de extracdo utilizando
a LD-DLLME com posterior etapa de esterificacdo para a determinacdo de AL e AE em
amostras de soro sanguineo de ovinos por cromatografia gasosa com detector de ioniza¢do em
chama (GC/FID). O intuito do estudo foi avaliar a eficiéncia do método na extracdo de ambos
0s acidos graxos em amostras de soro de cordeira com alimentacdo tradicional e com
suplementacdo de lipidios proveniente de grdo de soja tostada, quebrada e moida. Os
resultados obtidos foram comparados, pelos critérios de veracidade, com o método de FO

tradicionalmente utilizado nesse tipo de anélise.
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Materiais e Métodos

Preparo das amostras e consentimento informado

As coletas de sangue foram realizadas por puncdo da veia jugular das ovelhas, em tubos
sem anticoagulante (Nova Jersey, Estados Unidos). Apés a coleta, as amostras foram
centrifugadas a 3000 rpm durante 15 min em eppendorf de 2,0 mL. O soro sanguineo foi
recolhido e armazenado a -20 °C até analise.

As amostras foram cedidas pelo Laboratério de Reproducdo Animal do Departamento de
Zootecnia (DZO) da Universidade Federal de Lavras (UFLA- Lavras, Brasil), previamente
aprovadas pelo comité de ética no projeto “Restricdo alimentar e suplementagdo lipidica:
efeitos sobre a Idade a puberdade e desenvolvimento folicular ovariano em cordeiras da raga
Santa Inés”, no CEUA/UFLA sob o numero de protocolo CEUA/UFLA 085/13.

Reagentes

Foram utilizados os seguintes reagentes: tolueno grau HPLC da MERCK (Darmstadt,
Alemanha). Metanol (MeOH) grau HPLC, cloroférmio (99,5%), carbonato de potéassio,
(K2CO3 99%) e cloreto de magneésio (MgClz, 99%) da Sigma Aldrich (Missouri, EUA).
Cloreto de acetila (99,9%) da Acros (New Jersey, EUA). Os padrGes de acido linoleico (AL -
99,9%), acido estearico (AE - 99,9%), linoleato de metila (LM - 99,9%) e estearato de
metila(ETM - 99,9%) foram adquirido da Sigma Aldrich (EUA). Agua ultrapura (Tipo ) foi
obtida do sistema Milli Q (Millipore, Bedford, EUA).

Solucodes padrao

As solucbes estoque de acidos graxos e dos ésteres de &cidos graxos utilizadas na
LD-DLLME foram preparadas em tolueno com uma concentragdo de 1,0 mmol L2 As
solucdes de trabalho foram preparadas por diluicdo em tolueno a partir da solucdo estoque,
obtendo-se uma concentracéo de 0,1 mmol L.

As solucgdes estoque de acidos graxos e de ésteres de acidos graxos utilizadas no método de

FO foram preparadas com uma solucdo de cloroformio/metanol 2:1 v/v. com uma
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concentragdo de 1,0 mmol L. As solugbes de trabalho foram preparadas por diluicdo na
solucéo de cloroférmio/metanol 2:1 v/v, obtendo-se uma concentragdo de 0,1 mmol L,
Todas as solugdes preparadas foram armazenadas em frasco ambar sob uma temperatura de
-20 °C.

Método de extracao por LD-DLLME

Em um tubo de vidro foi adicionado 100 pL soro sanguineo de ruminante e em seguida o
volume de 1400 pL de solucdo salina de cloreto de magnésio 0,017% (m/v), dissolvendo a
amostras. Foram adicionados simultaneamente 1200 pL de metanol e 400 pL de tolueno
como uma seringa e as fases obtidas foram separadas por centrifugacdo (5min, 3000 rpm). O
extrato da fase superior foi transferido para um frasco de vidro com capacidade de 15 mL e
esterificado.

Método de Folch

O método de extracdo comparativo utilizado foi o de FO aplicado em amostras de soro
sanguineo, como descrito por Pelegrino et al., (2014)'°. As extracbes foram realizadas em
Eppendorf de 5,0 mL utilizando 100 pL de soro sanguineo de ruminantes. O volume 2000 uL
de uma solucdo de cloroférmio/metanol 2:1 v/v foi adicionado ao tubo contendo o soro. As
amostras foram agitadas em vortéx (30s) e incubadas por 1 h em temperatura ambiente. Apos
a incubacgdo 400 uL, de NaCl (0,9%) foram adicionados e as amostras foram agitadas em
vortex (30s). A mistura de solventes foi separada por centrifugacdo (5 min, 3000 rpm) e a fase
superior foi descartada. A etapa de clean-up da fase inferior foi realizada adicionado 400 pL
de uma solucdo de NaCl (0,9%)/MeOH/CHCIs 48:47:3 v/v/vl. A mistura de solventes foi
centrifugada (5 min, 3000 rpm) e a fase superior foi descartada. A etapa de clean-up do foi
realizada duas vezes. Do extrato obtido, 200 uL foram evaporados sob fluxo de N2 e
esterificados. O extrato esterificado foi armazenado sob temperatura de -20°C até analise

cromatografica em GC/FID.
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Método de esterificacao

O método de esterificagdo utilizado foi adaptado de Rodriguez-Palmero et al., (1998)*. Ao
extrato, foi adicionado 100 pL de metanol e 100 pL de cloreto de acetila. O frasco foi
devidamente vedado e levado a banho-maria por 30 min sob uma temperatura de 60 °C. Apds
0 tempo de esterificacdo, a solugdo foi neutralizada com a adicdo de 1,0 mL de carbonato de
potassio 6,0% (m/v). O recipiente foi centrifugado (5 min, 3000 rpm) e a fase orgéanica foi
transferida para um vial com insert de vidro. O extrato esterificado foi armazenado sob
temperatura de -20 °C até analise cromatografica em GC/FID.

O volume do agente esterificante foi previamente ajustado de acordo com a massa média dos
extratos obtidos.

Instrumentacao

As analises cromatograficas foram realizadas em um GC/FID Agilent, 7890A (Wilmington,
USA) equipado com uma coluna analitica HP-5 (Santa Clara, USA) com dimensdes de 30 m
x 03Zmm ID x 025 mm e composicdo da fase estacionaria de
5% difenil-polidimetilsiloxano. As amostras foram injetadas por um injetor Split/Splitless em
modo Split usando taxa de divisdo 1:20 (v/v) com a temperatura do injetor a 250 °C e do
detector a 275°C. O volume de injecdo foi de 1,0 uL. A programacdo de temperatura da
coluna foi de 80°C, aumentado 10°C por minuto até a temperatura de 250°C. Essa
temperatura foi mantida por 1 minuto e posteriormente aumentada em 7 °C por minuto até a
temperatura de 350 °C, totalizando 29 minutos de corrida. O gas de arraste utilizado foi o
hélio (He) a uma vazéo constante de 1,1 mL min™,

Planejamento experimental

O planejamento experimental foi realizado de acordo com o método proposto por Bazzana et
al., (2020). As variaveis experimentais avaliadas foram as propor¢des do meio de dispersao
(z1-solucéo salina de MgClI2 0,017%, v/v), do solvente extrator (z. — tolueno) e do solvente

dispersor (zz — metanol). Na otimizacdo do processo de extracdo as proporgdes dos
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componentes z1, z» e z3 foram variadas de 80 — 57%, 48 — 10% e 33 — 10%, respectivamente,
em um conjunto de dez experimentos?’. Todos os ensaios foram realizados com um volume
de 100,0 pL de amostra e volume total do sistema ternario de solventes da LD-DLLME foi de
3,0 mL. Uma vez que o dominio experimental da LD-DLLME néo permite condi¢cbes com
solvente puro ou misturas binarias, o espaco quimico que compreende as proporcoes z1, z2 €
z3 foi codificado em espaco de pseudo-mistura em X1, X2 e x3. Os experimentos foram
realizados avaliando somente a resposta analitica para o AL em dois pools de amostras de
soro sanguineo de ruminantes, um proveniente de animais que ndo receberam a
suplementacdo de lipideos e outro de animais que receberam a suplementacao. As superficies
de reposta do modelo Super Saturado (SS) de Scheffé, para cada uma das amostras, foram
obtidas e a média de ambas as superficie foi construida. A melhor condicéo de extracdo para a
LD-DLLME foi determinada a partir da superficie de resposta media, buscando condicGes
representativas para ambos o0s tipos de amostra (com e sem suplementacao lipidica) no espaco
quimico.

O Anexo 1, apresenta 0s experimentos realizados na escolha dos solventes utilizados na
técnica de extracdo por LD-DLLME.

Parametro analitico de desempenho para validacao do método

O guia de validacdo Eurachem/2014 foi utilizado para avaliar o desempenho do método
analitico desenvolvido. Os pardmetros analiticos de desempenho avaliados foram:
seletividade, linearidade, sensibilidade analitica, exatiddo, precisao, limite de detec¢do (LOD)
e limite de quantificacdo (LOQ). Todo o processo de validacdo foi realizado com mesmo pool
de soro sanguineo de ruminantes com baixa concentracdo dos analitos, uma vez que nao é
possivel a obtencdo da matriz isenta dos mesmos.

A seletividade do método foi avaliada segundo o tempo de retencdo (tr) de ambos os analitos
e do efeito de matriz (EM). A linearidade foi avaliada através da curva analitica construida

pelo método de adicdo de padrdo. Os extratos da matriz foram fortificados com solugéo de
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trabalho de linoleato de metila (LM) e estearato de metila (ETM), realizadas em seis niveis de
concentragéo (0.0, 2.0x1073, 4.0x103, 6.0x1073, 8.0x103, 1.0x102 mmol L) em triplicata para
ambos os acidos graxos avaliados. A concentragdo de 0,0 mmol L corresponde o extrato
com baixas concentragdes do analito sem a adigdo de padrdo.

A regressdo foi realizada pelo método dos minimos quadrados ordinarios (OLS), o coeficiente
de determinagdo (R? e o intervalo linear para os acidos graxos estudados foram
determinados.

O EM para cada um dos &cidos graxos foi determinado para avaliar a influéncia dos co-
extrativos da matriz que causam 0 aumento ou a diminuicdo da resposta analitica. O EM foi
determinado pela comparacdo entre as a curva analitica com correspondéncia de matriz e da
curva analitica de padréo em solvente apresenta na Equacdo 1:

b, —b (1)

em que bm € a inclinacdo da curva analitica com correspondéncia de matriz e bs ¢ a
inclinacdo da curva analitica de padrdo em solvente.

A determinacdo da veracidade do método desenvolvido foi avaliada por meio da analise de
amostras utilizando o método proposto (LD-DLLME) e o método de referéncia (FO). A
recuperacdo dos analitos foi determinada por ambos os métodos em trés niveis de fortificacéo
com solugBes trabalho de AL e AE (2,0x1073, 6,0x103, 1,0x102mmol L) em sextuplicata

segundo a Equacédo 2.

) _ Xmédio
xref

R(% x 100 )

em que Xmedio € 0 valor médio das respostas obtidas e Xrer € 0 valor de referéncia baseado na
resposta obtida para aquela determinada concentracdo no construcdo da curva analitica pelo
método de adicdo de padrdo.

A precisdo do método foi avaliada segundo a repetibilidade e a precisdo intermediaria. A

repetibilidade foi conduzida em Unico dia por dois analistas diferentes, no qual, amostras
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contendo uma pequena concentragdo do analito, foram fortificadas com solucéo de trabalho
de AL e AE em trés niveis de concentracdo (n=3) e submetidas ao processo de extracdo e
esterificacdo. Os ensaios foram realizados em sextuplicata e os niveis de fortificacdo
correspondem a concentragdo de 2,0x107%, 6,0x1073, 1,0x10?mmol L™ da curva analitica. A
precisdo intermedidria foi avaliada em trés dias consecutivos de andlises realizadas pelo
mesmo analista nos mesmo niveis de concentracdo utilizados no ensaio de repetibilidade. Os
dados obtidos foram avaliados pela analise de variancia (ANOVA) de acordo com as
especificagdes do guia EURACHEM/2014.

O LOD e o LOQ foram calculados a partir do desvio padrdo bruto (s;), calculado segundo as
Equacdes 3 e 4, de dez andlises replicatas de amostras de soro com baixa concentragdo do

analito. Paro o LOD foi adotado 3 x s;, e para o LOQ foi adotado 10 X sy.

o = /Z(%f) ©

(4)

S =

Sl

Analise das amostras reais

Foram analisadas 5 amostras de soro sanguineo de ruminantes, sendo que, duas das amostras
ndo passaram pelo processo de suplementacdo lipidica e trés delas foram submetidas aos
processo de suplementacdo com soja grao tostada e moida. Os acidos graxos foram extraidos
pela LD-DLLME. O método de adicdo de padréo foi utilizado para a construgcdo das curvas
analiticas para cada uma das amostras em trés niveis (n = 3) de concentragdo (2,0x107,
6,0x10° e 1,0 x102 mmol L1). A extrapolacéo das curvas foi realizada para a determinagéo

da concentracdo real de AL e AE em cada uma das amostras analisadas.

Resultados e discussao
Planejamento experimental
Os resultados obtidos por meio do planejamento de misturas de Schffé para o AL sdo
apresentados na Figura , no qual pode-se observar diferencas na topologia da superficie de
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resposta do modelo SS de Scheffé para os pools de amostras sem a suplementacéo de lipidios

Figura 1(a) e com a suplementacéo de lipidio Figura 1(b).

X X
1 ) 1
0 f 0
4 = 1
/ \ -2 2
X4 Xz X4 X2

T T T

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

(a) (b)

Figura 1 Superficie de resposta para o0 modelos SS de Scheffé. (a) pool de amostra de soro sanguineo de
ruminantes sem a suplementacdo de lipidios; (b) pool de amostras de soro sanguineo de ruminantes com a

suplementacéo de lipidio.

Analisando a Figura 1(a) foi possivel observar que a superficie de resposta do modelo SS de
Schefféapresenta uma coloracdo mais intensa na parte superior a direita No sistema de
pseudo-mistura codificado em X1, X2 e Xs, essa regido indica que a maior proporgao
docomponente x3 exerce a maior influéncia na extracdo do AL nas amostras de soro de
ruminantes sem a suplementacdo de lipidios, seguido pelo componente X2 e x;. De forma
semelhante, a Figura 1(b) apresenta uma coloracdo mais intensa na parte superior, porém a
esquerda indicando que maior propor¢cdo do componente x3 também exerce maior influéncia
na extracdo do AL nas amostras de soro com a suplementacdo de lipidios, seguido pelos
componentes X1 € Xo.

E valido ressaltar que o sistema de pseudo-mistura néo define as proporcdes finais em que os
solvente serdo empregado na LD-DLLME, uma vez que, tal sistema € conveniente somente
para facilitar as interpretacdes quimiométricas. As proporcdes e consequentemente 0S

volumes finais serdo interpretados pelo sistema quimico.
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A superficie referente a amostra de soro sem a suplementacéo lipidica apresentado na Figura
1(a) descreve uma regido de méaximo bem definida, compreendida dentro do dominio
experimental avaliado. J& a Figural(b) descreve uma regido de maximo proxima aos limites
do dominio experimental estudado. Isso se deve a possiveis co-extrativos da matriz,
provenientes da suplementacdo lipidica que os animais de estudo foram submetidos.

O modelo SS de Scheffé médio apresentado na Figura 2 foi construido a partir dos modelos
da Figura 1. Trata-se de uma superficie representativa para os diferentes tipos de amostras

analisadas.

X3

X1 X2

r T T T T o~

0.0 0.2 04 0.6 0.8 1.0

Figura 2 Superficie de resposta média dos modelos SS de Scheffé apresentado na Figura 1.

Analisando-se a superficie de resposta para 0 modelo SS de Scheffé apresentado na Figura 2
foi possivel constatar que a coloracdo de maior intensidade, que representa o ponto de
maximo, se encontra na parte superior do simplex. O sistema de pseudo-mistura codificado
em Xz, X2, € X3 indica que o metanol exerce maior influéncia na extracéo do &cido linoleico nas
amostras de soro. Em todos os casos apresentados o solvente dispersor (metanol) apresenta
maior influéncia no método de extracdo. Isso pode estar relacionado a sua capacidade de
promover a melhor dispersdo do solvente de extracdo ao longo de todo o meio de disperséo, o

(ue consequentemente aumenta a pré-concentragio do analito 222,
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Para a determinacdo da melhor proporcdo de cada um dos solventes empregados na
LD-DLLME o sistema de pseudo-mistura (X1, X2,e x3) foi reconvertido no sistema quimico
(z1, 2 e z3) e 0 ponto de méaximo apresentado na Figura 2 foi determinado em termos de
proporcao e consequentemente pelo volume de cada um. A melhor proporgéo de solvente para
a extracao de acido linoleico nas amostras de soro de ruminantes foi de 46,70% de z1, 13,30%
de z> e 40,00% de z3, que corresponde a 1400 pL de solucdo salina de MgCl, 0,017% (v/v),
400 uL de tolueno e 1200 pL de metanol. As mesmas condicfes de analise foram adotadas
para a extracao do AE, uma vez que, a estrutura e a forma disponivel no organismo animal
séo semelhante a do AL.

Desempenho do método

Na Tabela 1 estdo apresentados os parametros analiticos de desempenho referentes a
linearidade, efeito de matriz (EM), coeficiente de determinacido (R?), LOD e LOQ, obtidos
para método analitico desenvolvido. Para ambos os acido graxos os valores de regressdo

linear (R?) foram maiores que 0,990 no intervalo de trabalho avaliado.

Tabela 1 Parametros analiticos de desempenho do método avaliado segundo a faixa linear, coeficiente de
determinacdo (R?), LOD e LOQ.

, E A N ) LOD LOQ
Analito (%) Niveis Inclinagdo Intercepto R (mmol L) (mmol L)
AL (C18:2) 5021 6 7840 4,0E+06 0,998 8,30E-05  2,76E-04
AE (C18:0) 6055 6 47148 1,0E+07 0,999 5,78E-06  1,93E-05

O efeito de matriz pode indicar a ampliacdo ou a supressao do sinal analitico devido a
concomitantes da matriz em que se encontra o analito. O EM pode ser classificado como: (a)
EM fraco, quando os valores estiverem entre -20% e +20%; (b) EM médio, quando os valores
obtido se encontram entre -50% e -20% e entre +20% e +50% e (c) EM forte, quando os
valores obtidos se encontram abaixo de -50% ou acima de +50% 2324,

De acordo com o valores apresentados na Tabela 1, ambos os analitos apresentaram efeito de

ampliacdo do sinal analitico. Nos dois casos 0 EM determinado foi classificado como forte
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(considerando uma faixa entre -50% e +50%). Nesse sentido todos 0s experimentos
quantitativos foram avaliados pela curva analitica matrizada.

Os valores estimados de LOD e LOQ para cada uma das curvas analiticas (Tabela 1)
apresentam limites extremamente baixos. Esses valores sdo factiveis de serem determinados,
uma vez que, a abordagem utilizada foi a repeticdo de 20 andlises do extrato diluido, com
concentracdo extremamente baixa dos analitos.

Por meio da inclinacdo obtida para cada uma das curvas analiticas, foi possivel constatar que
0 método desenvolvido é mais sensivel para o0 AE quando comparado ao AL. Os mesmo
niveis de fortificagdo foram usados em ambas as curvas. Assim, 0s valores apresentados na
Tabela 1 para a inclinacdo, indicam que uma menor variagdo na concentracdo de AE
proporciona um maior aumento na resposta analitica quando comparado ao acido linoleico,
que possui um menor valor de inclinacao.

Os ensaios de precisdo e exatiddo foram realizados e avaliados por meio da analise de
variancia ANOVA. Os resultados dos ensaios de repetibilidade estdo apresentados na

Tabela 2.

Tabela 2 Resultados para a analise de variancia ANOVA para os experimentos de repetibilidade.

] AL (C18:2) AE (C18:0)
Fonte de Variacdo
gl QM Valor-p o] QM p-valor
Analista 1 4,12E-07 0,303 1 9,44E-08 0,767
Concentracdo 2 1,43E-04 4,84E-22 2 2,37E-04 8,56E-19
Interagdo 2 1,09E-07 0,750 2 6,47E-07 0,547
Residuos 30 3,76E-07 30 1,05

gl = graus de liberdade; QM = quadrado médio; p-valor = probabilidade de significancia.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 2 para ambos os acidos graxos, é
possivel constatar que para a analise realizada no mesmo dia com analistas diferentes o p-
valor para a interacdo € maior que nivel de significancia adotado (p>0,05). Isso indica que a
interacdo dos analistas com as concentragdes analisadas em cada uma das fortificagcdes, ndo

apresentaram variagdes significativas.
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A andlise realizada entre cada uma das trés concentragdes, apresentou um p-valor menor do
que o nivel de significancia exigido (p<0,05) para ambos os analitos. Esse resultado é
esperado, uma vez que, a concentracdo em cada um dos niveis de fortificacdo ndo é o mesma.
Assim, esse fator ndo compromete a analise dos dados, pois tal variacdo é intrinseca ao
conjunto de dados analisados.

O p-valor determinado para a analise entre os dados de cada analista se apresentou maior do
que o nivel de significancia adotado (p>0,05), indicando que ndo houve variacdo significativa
nos dados de cada analista. 1sso implica que o método analitico desenvolvido é reprodutivel
em um curto intervalo de tempo, mesmo com a troca de analistas.

Uma vez que a troca de analistas ndo apresentou variagdes significativas, a analise de
variancia ANOVA para a preciséo intermediaria foi realizada considerando como variaveis
somente os dias de analise e a concentracdo das fortificagdes realizadas em trés niveis. Os

resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 Resultados para a analise de variancia ANOVA para 0s experimentos de precisao intermedidria.

_ AL (C18:2) Acido Esteérico (C18:0)
Fonte de Variacdo
gl QM Valor-p o] QM p-valor
Dias 2 3,36E-07 0,375 2 2,17E-07 0,767
Concentracdo 2 2,07E-04 1,91E-33 2 3,74E-04 8,56E-19
Interagdo 4 1,14E-07 0,849 4 5,58E-07 0,547
Residuos 45 3,36E-07 45 1,38E-06

gl = graus de liberdade; QM = quadrado médio; p-valor = probabilidade de significancia.

Os resultados apresentados na Tabela 3, indica que para ambos os analitos, a interacdo
apresentou um p-valor maior que o valor de significancia adotado (p>0,05). Assim, foi
possivel constatar que a interacdo dos dias de analise com a concentracdo das trés
fortificacbes realizadas ndo apresentaram variagdes significativas. Semelhantemente aos
resultados de repetibilidade, a concentracdo dos niveis de fortificacdo sdo diferentes, portanto,

0 p-valor menor que o nivel de significancia adotado (p<0,05) indicou que h& variacéo entre
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os dados obtidos entre as concentra¢des, sendo essa, um condi¢do intrinseca do conjunto de
dados analisados.

A anélise dos dados obtidos em cada um dos dias apresentou um p-valor maior que o de
significancia adotado (p>0,05). Assim, constata-se que ndo houve variacOes significativas
entre os dados obtidos nos trés diferentes dias de analise. Nesse sentido, foi possivel inferir
que o método desenvolvido para a extracdo de ambos os acidos € reprodutivel em diferentes
dias de analise.

A Tabela 4 mostra os valores de recuperacgdo calculados em trés niveis de concentracéo para o
AL e para o AE pela LD-DLLME e pelo método de FO, referentes aos experimentos de

veracidade.

Tabela 4 Resultados de recuperacdo (%) para os trés niveis de concentracdo referentes ao experimento de

veracidade + desvio padrdo

Concentracéo | Concentracéo Il Concentracao Ill
Recuperacdo Média
Analito (0,002 mmol L) (0,006 mmol L1 (0,01 mmol L)
(%)
Recuperacao (%) Recuperacao (%) Recuperacao (%)
LD-DLLME FO  LD-DLLME FO LD-DLLME  FO LD-DLLME FO
AL 108,82 94,30 92,08 86,86 94,43 93,50 98,54 +£9,05 91,55+ 4,08
AE 99,25 82,18 108,02 107,13 104,22 84,72 103,83+4,39 91,34+13,73

Comparando os resultados obtidos para cada um dos métodos nos trés niveis de concentragédo
apresentados na Tabela 4, a maior recuperacdo média obtida foi para a LD-DLLE na analise
do AL e do AE, com valores de 98,54% e 103,83%, respectivamente. Em todas as
concentracdes avaliadas pela LD-DLLME, a recuperacdo de ambos os &cidos graxos foram
superior a 92,08% e inferiores a 108,82%, atendendo o0s requisitos estipulados pela
EURACHEM/2014 que determina que os valores de recuperagdo devem estar entre
80 - 120%.

Os valores de recuperagdo determinado pelo método de Folch foram inferior aos

determinados para a LD-DLLME em todas as concentragcbes avaliadas. Os resultado
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encontrados foram superiores a 82,18% e inferiores a 108,02% e também atendem o0s
requisitos estipulados pela EURACHEM/2014.

Os resultados obtidos podem ser explicados parcialmente, uma vez que 0 soro sanguineo de
ruminante é um matriz muito complexa e com um teor elevado de proteinas, que no método
de FO cria uma camada espessa entre a fase extratora inferior e fase aquosa, o que dificulta o
processo de separacdo das fases e contribui para a menor recuperagio’®. Na LD-DLLE, o
solvente extrator, de menor densidade, se encontra na fase superior e pode ser coletado com
facilidade.

Resultados semelhante foram encontrados por Pellegrino et al., (2014) para o método de FO
em amostras de soro sanguineo humano, com recuperacfes que variaram de 70,5% - 106,2%
na extracéo de lipidios de diversas classes®®.

Um segundo fator determinante é a solubilidade em agua do solvente extrator utilizado nos
métodos, uma vez que o cloroférmio apresenta solubilidade de 8,0 g L™, a 20 °C, enquanto o
tolueno apresenta solubilidade de 0,52 g L™, a 20 °C. Nesse sentido, a eficiéncia de extragio
do método de FO pode ser inferior ao da LD-DLLME na extracdo de composto mais apolares,
corroborando com os resultados obtidos.

Através da comparacdo dos valores de recuperacdo determinados, pode-se inferir que o
método desenvolvido (LD-DLLME) foi eficiente e equiparavel ao método padréo de extracao
de lipidios em matrizes biolégica (FO), podendo ser aplicado para a finalidade proposta.
Amostras reais

Os resultados obtidos para a analise das amostras reais estdo apresentados na Tabela 5. As
amostras a e b sdo de animais que ndo foram submetidas ao processo de suplementacdo

lipidica e as amostras c, d e e sdo de animais que passaram por esse processo.
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Tabela 5 Concentracdo de AL e AE determinada para 5 pelo método de adi¢éo de padrao.

Concentracdo
Analito Amostra R2
(mmol L?)
a 0,00525 0,998
b 0,00211 0,998
AL (C18:2) c 0,0319 0,997
d 0,0419 0,998
e 0,0146 0,997
a 0,00469 0,999
b 0,01200 0,993
AE (C18:0) c 0,20200 0,997
d 0,06799 0,994
e 0,12287 0,998

Ao avaliar as concentragdes reais obtidas para cada uma das amostras (Tabela 5) pode-se
constatar que os animais que ndo passaram pelo processo de suplementacdo de lipidios
apresentaram uma menor concentracdo de AL e AE quando comparadas as amostra de
animais que passaram por esse processo. Nesse sentido, foi possivel afirmar que o método
desenvolvido (LD-DLLME) foi eficiente para ambos os tipos de amostras analisadas. O
coeficiente de determinagdo (R?) obtido em todas as curvas analiticas foram superiores a 0,99
(R?>0,99) evidenciando boa linearidade.

Através dos valores de concentracdo encontrados para o AL e para o AE é possivel constatar
que ambas aumentaram simultaneamente. Nesse sentido, pode-se inferir que, o processo de
biohidrogenacdo ruminal continua acontecendo de forma extensiva, porém, a suplementacéao

fornecida foi eficiente no aumento da disponibilidade do AL no organismo desses animais.

Conclusao

O método desenvolvido utilizando a LD-DLLME com posterior etapa de esterificacdo,

possibilitou a determinacdo de AL e AE em amostras de soro sanguineo de ovinos
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eficientemente por GF/FID. A otimizagdo dos volumes empregados na extracdo, apresentaram
valores condizentes com o0s principios da técnica de extragdo, que visa a redugdo do volume
de solvente organicos potencialmente téxicos. O desempenho do método demonstrou
adequada seletividade, sensibilidade e precisdo para ser aplicado em amostras reais. A
linearidade foi satisfatoria uma vez que as curvas matrizadas tiveram comportamento linear
para ambos os compostos. O método proposto apresenta potencial para aplicacdo no
monitoramento de AL e seu intermediario (AE) proveniente do processo de biohidrogenacdo

ruminal.
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ANEXO 1
Escolha do solvente extrator, dispersor e meio de extracdo
A natureza do solvente extrator e do meio de disperséo foi avaliada para a microextracao

liquido-liquido dispersiva de baixa densidade (LD-DLLME). O solvente metanol foi
escolhido previamente como solvente de dispersdo, uma vez que, 0 mesmo sera utilizado
como agente esterificante no processo de esterificacdo, evitando assim, um possivel processo
de secagem do extrato.

Os solventes extratores avaliados foram tolueno, cloroférmio e hexano. As solugdes de
cloreto de sodio 0,29% (m/v), cloreto de magnésio 0,017% (m/v), cloreto de célcio 0,02%
(m/v) e cloreto de potassio 0,37% (m/v) foram avaliadas como meio de disperséo, baseado
nas solucdes utilizadas na etapa de clean-up do método de Folch et al. (1957).

Na avaliagdo da natureza dos solventes utilizados na LD-DLLME foram utilizados 100 pL de
amostras de soro sanguineo de ruminante. Ao tubo contendo a amostra, foram adicionados 2,0
mL de solucdo salina. Em seguida, foram adicionados simultaneamente 300 pL do solvente
extrator e 600 pL de solvente dispersor. A mistura foi separada por centrifugacdo (5 min,
3000 rpm). A fase organica foi coletada e o volume recolhido foi anotado. O total de 12
experimentos foram realizados.

A interacdo de cada uma das solucbes salinas com cada um dos solvente de extracdo foi
avaliada de acordo com o volume de solvente extrator recuperado. Os dados obtidos sdo

apresentado na Figura 1.
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Figura 1 de cada solvente extrator recuperado de acordo com cada solucdo salina.

Os resultados apresentados na Figura 1 indicam que durante o processo de extracdo, uma
pequena quantidade de solvente extrator foi perdida. Pode-se constatar, que quantidades
maiores de solvente extrator foi recuperada nos experimentos em que as solu¢des de MgCl»
(0,017 m/v) e CaCl, (0,02%) foram utilizadas como meio de disperséo. A analise visual do
extratos evidenciaram um melhor separacdo e limpidez da fase organica. Isso se deve ao
efeito salting-out, que promove a melhor separacdo e clean-up da fase organica contendo os
analitos. Resultado extremamente semelhantes aos encontrados s@o apresentados por Madeira
et al., (2020), no estudo do efeito salting-out de albumina eletro-positivas, em que, 0s cations
Mg?* e Ca®* apresentam maior influéncia para esse fendmeno.

Por se tratar de uma matriz muito complexa com diversos interferentes, a determinagdo exata
dos fatores que contribuiram para uma maior recuperacao, limpidez e separacdo das fases ndo
é factivel devido a grande quantidade de variaveis envolvidas. No entanto para o propésito do
trabalho, as constatacGes obtidas sdo suficientes.

ApoOs a etapa de extracdo, o extrato recolhido foi submetido ao processo de esterificacdo. Os

volumes recuperados para cada solvente de extragéo séo apresentados na Figura 2.
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Figura 2 Volume de cada solvente extrator recuperado de acordo com cada solucdo salina apds o
processo de esterificacdo e neutralizagdo da amostra.

Ao final do processo de esterificacdo, parte do volume dos solventes extratores foi perdida
como apresentado pelos dados da Figura 2. Essa perda esta relacionada com a pressdo de
vapor desses solventes. Os solventes hexano e o cloroférmio possuem pressdo de vapor de
120 mmHg (20 °C) e 158 mmHg (20 °C) respectivamente, assim, quando submetidos ao
processo de esterificacdo sob temperatura de 60 °C, grande parte desses solventes
particionam-se para o “headspace”, do recipiente.
Diante dos resultados apresentados, solucdo de cloreto de magnésio 0,017% (m/v) foi
selecionada como meio de dispersdo e devido a estabilidade térmica no processo de
esterificacdo, o tolueno foi selecionado como solvente extrator para o desenvolvimento da
LDS-DLLME.
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ANEXO 2

Relatorio da anélise cromatografica por LD-DLLME

No relatério apresentado na Figura 1, tem-se o cromatograma da andlise por GC/FID

realizada pra uma das amostras de soro sanguineo de ruminantes.

Figura 1 — Relatério de analise cromatografica realizada por GC/FID.
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Por meio da Figura 1, foi possivel constatar o tempo de retencdo para o0 AL e para o AE,

sendo de 16,271 min e 16,526 min, respectivamente. A intensidade relativa para o AL foi de

20,84% e para o AE foi de 79,16% para essa amostra.
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