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RESUMO

Na quimica analitica ha uma busca constante por metodologias que demandam
menor custo e tempo de andlise, mas que a0 mesmo tempo apresente precisdo e exatidao.
Nesse sentido diversas metodologias e tecnologias vém sendo avaliadas, dentre essas
abordagens pode-se destacar as que empregam téchicas miniaturizadas de preparo da
amostra e as que empregam fontes de ionizacdo ambiente para espectrometria de massa.
Sendo assim, essa tese esta dividida em 2 capitulos apresentando as potencialidades das
técnicas modernas de preparo de amostras para analise por cromatografia liquida e de
analises por espectrometria de massas ambiente. O primeiro capitulo retrata o uso da
extragdo sortiva em ponteira de micropipeta empregando fase sorvente baseada em
polimeros molecularmente impressos (DPX-MIP) para determinacdo de melatonina e seus
metabdlitos (AFMK e AMK) em leite materno por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas (LC-MS). Neste estudo, diferentes MIPs foram sintetizados e
avaliados frente a maior seletividade para andlise de melatonina e metabdlitos. Os
resultados obtidos experimentalmente foram confrontados com dados de simulacédo
molecular, sendo os parametros fisico-quimicos obtidos teoricamente em concordancia com
os dados experimentais. A aplicacdo da DPX-MIP juntamente com a LC-MS, permitiu
desenvolver um método para determinacdo da melatonina e seus metabolitos (AFMK e
AMK) em leite materno, com valores de recuperacao entre 87-111% e precisdo variando de
2-13%, a andlise das amostras dos pacientes indicaram valores em conformidade com os
reportados na literatura. O segundo capitulo aborda a aplicacdo da técnica paper spray
ionization para espectrometria de massas (PSI-MS) para fins de estudo em metabol6mica
de cultivares de alface e a potencial diferenciacéo de acordo com seu método de cultivo e
variedade. A PSI-MS é uma técnica de ionizagcdo ambiente da espectrometria de massas,
gue utiliza um papel cromatogréafico, como substrato para o processo de ionizagdo da
amostra, nesse estudo foi possivel diferenciar amostras de alface de acordo com sua
variedade e método de cultivo, aplicando ferramentas quimiométricas (PARAFAC, PCA,
PLS-DA e OPSDA), pelas guais foram determinados 36 metabdlitos responsaveis por essa
separacao, sendo que o0s que mais influenciaram foram a colina, a manose e o acido citrico.
Ferramentas métricas como o AGREEprep e AGREE foram aplicadas para avaliar se as
metodologias desenvolvidas estdo de acordo com os principios da quimica verde, onde se
observou que de fato a DPX-MIP e o PSI-MS, sdo metodologias mais sustentaveis
apresentando resultados analiticos adequados com menor tempo de analise e gerando
baixo volume de residuos quimicos.

Palavras chaves: extracdo sortiva em ponteira de micropipeta; polimero de
impressdo molecular; técnicas de ionizagdo ambiente; quimiometria; quimica analitica
verde.
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ABSTRACT

In analytical chemistry, there is a constant search for methodologies that require less
cost and analysis time, but at the same time offer precision and accuracy. In this sense,
various methodologies and technologies have been evaluated, among which we can
highlight those that employ miniaturized sample preparation techniques and those that use
ambient ionization sources for mass spectrometry. This thesis is divided into two chapters
presenting the potential of modern sample preparation techniques for liquid chromatography
analysis and ambient mass spectrometry analysis. The first chapter describes the use of
disposable pipette extraction, utilizing a sorbent phase based on molecularly imprinted
polymers (DPX-MIP), for the determination of melatonin and its metabolites (AFMK and
AMK) in breast milk by liquid chromatography coupled with mass spectrometry (LC-MS).
Different MIPs were synthesized and evaluated for their selectivity in analyzing melatonin
and its metabolites, experimentally obtained results were compared with molecular
simulation data, showing consistency between the theoretical physicochemical parameters
and the experimental data. The application of DPX-MIP in conjunction with LC-MS enabled
the development of a method for determining melatonin and its metabolites in breast milk,
with recovery values ranging from 87-111% and precision between 2-13%, analysis of
patient samples produced values consistent with those reported in the literature. The second
chapter explores the application of the paper spray ionization mass spectrometry (PSI-MS)
technique to study the metabolomics of lettuce cultivars and the potential differentiation
according to their cultivation method and variety. PSI-MS, an ambient ionization technique,
uses chromatographic paper as a substrate for the sample ionization process. In this study,
lettuce samples were successfully differentiated according to variety and cultivation method
through the application of chemometric tools (PARAFAC, PCA, PLS-DA, and OPSDA),
identifying 36 metabolites responsible for this differentiation, with choline, mannose, and
citric acid being the most influential. Additionally, green chemistry metrics, such as
AGREEprep and AGREE, were applied to assess the sustainability of the developed
methodologies. The results confirmed that DPX-MIP and PSI-MS are more sustainable,
offering appropriate analytical performance with shorter analysis times and generating low
volumes of chemical waste.

Keywords: Disposable pipette extraction, molecularly imprinted polymer, ambient
mass spectrometry, paper spray ionization, chemometrics, green analytical chemistry
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INTRODUGCAO

Nos ultimos anos ha uma demanda crescente pelo desenvolvimento de
metodologias analiticas que sejam mais rapidas e que impactem menos 0 meio ambiente.
Nesse sentido, tem se buscado desenvolver métodos que sejam miniaturizados,
automatizados e que demandem o minimo preparo da amostra, diminuindo assim o tempo
de andlise e o consumo de solvente e de amostra. Demandas essas que se encontram
dentro dos principios da quimica verde. (KANNAIAH et al., 2021)

A expressdo quimica verde surgiu no inicio dos anos 90 tendo como objetivo
diminuir o uso ou a geracado de substancias perigosas nas diferentes areas da quimica,
além de lidar com efeitos ambientais e antropicos associados a geragao de residuos e risco
a exposicao, a qual é regida por 12 principios apresentados a seguir (KORANY et al., 2017):

1) Evitar a formagao de residuos;

2) Economia atdmica;

3) Realizar sinteses menos perigosas;

4) Utilizar produtos quimicos mais seguros;

5) Utilizar solventes mais seguros;

6) Aumentar a eficiéncia energética,

7) Utilizar matérias primas renovaveis;

8) Evitar o uso de derivatizagéo;

9) Utilizar reagentes cataliticos;

10) Utilizar e produzir materiais facilmente degradaveis;
11) Andlise em tempo real para prevencao da polui¢ao;

12) Quimica inerentemente mais segura para prevencao de acidentes;

Entretanto, em uma andlise quimica nem sempre fatores ambientais sdo levados
em consideracdo para a escolha do método analitico. Uma vez que a eficiéncia de um
método analitico € medida de acordo com suas respostas de precisdo, exatidao,
sensibilidade, limite de deteccéo e/ou quantificacao e robustez. Sendo assim, é necessario
o desenvolvimento de métodos que sejam capazes de atender esses requisitos, mas que
ao mesmo tempo leva em consideracdo as propostas da quimica verde. (GALUSZKA,;
MIGASZEWSKI; NAMIESNIK, 2013)

Nesse sentido, diferentes métodos vém sendo desenvolvidos com o intuito de

atender as demandas analiticas e que também venham a mitigar os danos ambientais.
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Dentre as diferentes propostas que vém sendo estudadas, pode-se destacar aguelas que
envolvem a etapa de preparo de amostra, uma vez que essa é considerada a etapa mais
critica em uma analise quimica (CAMARA et al., 2022). Entre as técnicas utilizadas para o
preparo da amostra pode-se destacar a extracdo sortiva em ponteira descartavel (DPX,
disposable pipette extraction), uma técnica de extracdo miniaturizada na qual uma fase
extratora encontra-se retida no interior de uma ponteira de micropipeta, apresentando como
vantagens demandar um pequeno volume de amostra e solvente, reduzido tempo de
extracdo (em torno de 5 min), possibilitar automacao, dentre outras (OLIVEIRA; LANCAS,
2021). Entretanto, os dispositivos comercialmente disponiveis para essa técnhica ainda sdo
onerosos se comparados aos tradicionais de extracdo em fase solida (SPE, solid phase
extraction), além disso, 0 nimero de fases extratoras comercialmente disponiveis ainda é
baixo, fazendo com que novos materiais com maior seletividade venham a ser testados,
como por exemplo, os polimeros molecularmente impressos (MIP, molecularly imprinted
polymer) (GOMES et al., 2022).

Nesta vertente do uso de técnicas verdes pode-se destacar aqueles que buscam
reduzir a necessidade de uma etapa de separacédo por cromatografia liquida, que apresenta
alto custo instrumental e elevado gasto de solventes. Um método alternativo que vem sendo
aplicado, envolve o uso de fontes ambientes na espectrometria de massas (MS, mass
spectrometry). Dentre as fontes ambientes ja analiticamente consolidadas, destaca-se a
paper spray ionization (PSI), uma técnica de ionizacdo ambiente, ou seja, que emprega
condigbes ambientes de presséo e temperatura para favorecer a ionizagdo das espécies
em estudo. Essa técnica faz uso de um papel cromatogréfico triangular, em geral equilatero
com 1 cm de arestas como substrato para depoésito da amostra e realizagdo do processo
de ionizacdo (MCBRIDE et al., 2019). Desta forma, o emprego dessa técnica demanda
pouco volume de amostra (menos que 20uL), apresentando tempo de analise relativamente
baixo (inferior a 3 minutos), além disso, para determinadas analises, faz-se possivel retirar
a etapa de preparo da amostra (ESPY et al., 2012). A PSI-MS vem sendo empregada em
diferentes areas de estudo desde andlises clinicas (FERNANDES et al., 2019), forenses
(TAVARES et al., 2018), ambientais (DOWLING et al., 2020), até alimenticias (RAMALHO
et al., 2022), dentre outras.

Assim, essa tese sera dividida em 2 capitulos, os quais trazem abordagens novas e
mais sustentaveis para diferentes finalidades analiticas. No primeiro capitulo sera
apresentado o desenvolvimento do método DPX-MIP/LC-MS para a determinacdo de

melatonina e seus metabdlitos em leite materno (capitulo 1). O segundo capitulo, versara



sobre a aplicagdo do método PSI-MS com potencial diferenciacao do perfil metabdlico de
diferentes cultivares de alface (capitulo 2).

Desta forma, a presente tese traz o desenvolvimento de metodologias modernas
que possam ser adequadamente empregadas para as finalidades em estudo e que

agreguem, além de eficiente resposta analitica, coeréncias aos principios da quimica verde.



CAPITULO 1:Sintese de um novo MIP e
desenvolvimento do método DPX-MIP/LC-MS
para determinacao de melatonina e seus
metabdlitos em leite materno



1. INTRODUCAO

1.1. Extracéo sortiva em ponteira descartavel (DPX)

A DPX é uma técnica de extracdo miniaturizada baseada na extracao em fase sélida
(SPE, Solid Phase Extraction), sendo desenvolvida em 2003 pelo Dr. Willian Brewer
(University of South Carolina, USA) (BREWER, 2003), no qual a fase extratora encontra-se
dispersa entre dois filtros no interior de uma ponteira de micropipeta de 1 a 5 mL, conforme
representado na Figura 1. (OLIVEIRA; LANCAS, 2023)

Figura 1. Ponteiras utilizadas para extracao DPX.

Hi;
e
Filtros [ !

Fonte: Proprio autor

Por se tratar de uma técnica baseada na SPE, o processo de extragédo ocorrera por
diferentes mecanismos de interacdo entre a fase extratora (sorvente) e o analito
(MACHADO et al., 2021), sendo influenciada pelo tempo de interacdo entre amostra e
sorvente (TAVARES et al., 2021).

A extracdo por DPX é realizada em etapas, conforme ilustrado na Figura 2.
Inicialmente, é realizada o condicionamento da fase extratora com o solvente adequado,
entretanto, essa ndo é uma etapa obrigatoria e ird variar conforme a fase extratora a ser
utilizada. ApGs essa etapa, a amostra liquida € aspirada para o interior da ponteira,
passando pelos espacos vazios do sorvente. A aspiracdo conjunta com ar promove a
mistura da amostra com o sorvente, e a mistura resultante € deixada em repouso por um

periodo determinado. Em seguida, a amostra € dispensada, permitindo a remocéo dos



compostos interferentes e a retencdo do analito pela fase extratora. Uma etapa de limpeza
pode ser realizada para retirada de alguns interferentes Na etapa de dessorcdo, um
solvente apropriado é aspirado para o interior da ponteira, juntamente com ar, fazendo com
que o analito retido na fase extratora seja transferido para o solvente de extracdo. O
solvente contendo o analito é dispensado em um frasco e esta pronto para andlise.
(CARASEK; MORES; HUELSMANN, 2022)

Figura 2. Representagdo das etapas envolvidas no processo de extracdo DPX

/T 0 0l

Condicionamento Ciclos de Extracao Limpeza Ciclos de Dessorgao
Etapas da extracao DPX

Fonte: Proprio autor

A eficiéncia da extragédo por DPX, depende de varios fatores, incluindo o numero de
ciclos de dessorcao/adsorgéo, tempo de equilibrio, solvente de eluicdo, volume de amostra
e solvente, efeito de salting-out, pH da amostra e a selecdo da fase extratora. Sendo que a
influéncia desses fatores na eficiéncia do processo de extracdo ird depender das

caracteristicas do analito e da fase extratora. (GARCIA et al., 2021)

o O numero de ciclos de dessorcao/adsorcdo almejam uma melhor eficiéncia de
extracdo, normalmente séo realizados de 3 a 7 ciclos. Os ciclos de adsorcéo
podem ser realizados particionando parte da amostra ou a partir da aspiracdo do
volume total da amostra com varias etapas de aspiracdo da mesma amostra. Os

ciclos de dessorcdo devem ser realizados com o menor volume de solvente



possivel e utilizando a mesma aliquota. (CARASEK; MORES; HUELSMANN,
2022)

O tempo de equilibrio, necessario em uma extracdo DPX é relativamente baixo,
devido a mistura dindmica que ocorre durante o processo de aspiracdo, sendo de
poucos segundos (OLIVEIRA; LANCAS, 2023). Juntamente com o namero de
ciclos, esta etapa sera determinada no tempo necessario para realizar a extracao.
Consequentemente, quanto menor for esse tempo, mais rapida sera a extracao.
(MACHADO et al., 2021)

O solvente de eluicdo sera responsavel pela remoc¢do dos analitos do sorvente.
Deve apresentar seletividade adequada para interagir com os analitos, evitando o
efeito carryover e garantindo melhor recuperacdo. (CARASEK; MORES;
HUELSMANN, 2022)

O volume de amostra e solvente é um fator extremamente importante para o
enriguecimento da amostra. Deve-se levar em consideracdo a quantidade de
amostra disponivel e a proporcdo amostra/solvente que permitira maior
concentracdo do analito e menor consumo de solvente organico (HUELSMANN et
al., 2020). O volume de amostra e solvente aspirado ndo deve ultrapassar o limite
da ponta para permitir a aspiragédo do ar, garantindo melhor disperséo entre eles e
o0 sorvente, o que influenciara no tempo de equilibrio e na eficiéncia da extragéo.
O efeito salting-out esté diretamente ligado a forga ibnica da amostra. Ao aumentar
a forca ibnica de uma amostra com a adi¢cdo de sal, podem ocorrer alteragdes na
solubilidade dos analitos, favorecendo sua migracao em direcéo ao sorvente. Este
efeito € comumente observado em compostos polares e moderadamente polares.
Porém, deve-se ter cautela ao avaliar este efeito, pois a adicdo excessiva de sal
pode mascarar 0 numero de sitios disponiveis para interacdo, impactando
diretamente na recuperacdo dos analitos.(CORAZZA et al., 2017)

O pH da amostra influenciara diretamente no processo de extracdo dependendo
do pKa dos analitos e das caracteristicas do sorvente utilizado. A extracao de
compostos organicos normalmente é favorecida em sua forma molecular,
favorecendo a interacdo de seus grupos funcionais com o sorvente (CARASEK;
MORES; HUELSMANN, 2022). Porém, quando o sorvente é favoravel para
interacBes idnicas, os analitos devem estar em sua forma ionizada para melhor
interacdo. Portanto, o pH da amostra desempenha um papel essencial durante o
processo de extracdo.(PINTO; DE SOUZA; QUEIROZ, 2017)



o A selecdo do sorvente deve considerar tanto as caracteristicas fisico-quimicas do
material quanto sua capacidade de interagir com os analitos, garantindo altos

valores de recuperacéo e eliminacao de interferentes.

A extracdo DPX, apresenta algumas vantagens quando comparada a SPE
tradicional, uma vez que demanda menor consumo de solvente, tempo de extracdo e massa
de sorvente, além de maior possibilidade de automacédo (SILVA et al., 2022). Entretanto,
essa técnica apresenta algumas desvantagens relacionadas ao niumero de fases extratoras
disponiveis comercialmente, o que acaba limitando a sua aplicacdo (TAN; LEE, 2021a).
Consequentemente, diferentes estudos tém sido realizados no desenvolvimento de novas
fases extratoras, na qual pode-se destacar o uso dos polimeros molecularmente impressos
(MIPs).

1.2. Polimero de Impressao Molecular (MIP)

Os polimeros molecularmente impressos ou de impressdo molecular (MIPs) sao
materiais sintéticos que apresentam sitios de reconhecimento seletivo para a molécula alvo
em preferéncia a outros compostos (NAWAZ et al., 2021). De maneira geral, os MIPs
apresentam funcionamento similar ao sistema “chave-fechadura”, conforme apresentado

na Figura 3.

Figura 3. Esquema representando o mecanismo de sintese e reconhecimento de MIPs
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A sintese do MIP é considerada um processo simples que envolve: monémero
funcional, molécula alvo (template), reagente de entrecruzamento (cross-linking) e o agente
de iniciacdo. O processo de sintese ocorre inicialmente através da formacdo de um
agregado polimerizavel contendo o monémero funcional e a molécula template. Em
seguida, o agregado mondnero-template € polimerizado na presenca do reagente de
entrecruzamento e do agente de iniciacdo sobre a presenca de irradiacdo UV, calor ou
outras condicBes. Apds esse processo, o template é removido da matriz polimérica, que
passa a apresentar sitios seletivos de interacédo.(ZHAO et al., 2023)

A presenca ou ndo dos sitios seletivos, dependera da interacdo monémero-template
que sera responsavel por garantir a seletividade do material sintetizado as moléculas alvo.
Para avaliar a presenca de sitios seletivos no MIP, é necessario comparar a interagao do
MIP com a molécula alvo em relacao a interacdo do polimero molecularmente ndo impresso
(NIP, non-imprinted polymer) com a molécula alvo. O NIP segue a mesma metodologia de
sintese do MIP, mas sem a presenca do template. Uma alternativa, para avaliar essa
interacdo também envolve o uso de calculos teéricos que permitem avaliar o grau em que
essas interacbes ocorrem com medidas de parametros fisico-quimicos (termodinamica e
cinética). (MARTINS et al., 2023)

Os MIPs podem ser sintetizados por diferentes metodologias, sendo que as mais
utilizadas séo: polimerizacdo em massa, precipitacdo, suspensdo, emulsdo e sol-gel
(ARABI et al., 2021). Dentre elas, a polimerizagcdo em massa é aquela considerada a mais
simples, além de demandar baixo consumo de solvente porogénico. No entanto, 0s
materiais obtidos por essa metodologia apresenta baixa homogeneidade, o que resulta em
materiais com taxa de transferéncia de massa lenta, tempo de equilibrio longo e uma
guantidade reduzida de grupos seletivos para interacdo com a molécula alvo (HE et al.,
2021). Para reduzir essa problematica é necessario realizar a moagem e o peneiramento
do polimero ap6s o procedimento sintético para garantir maior homogeneidade. Apesar
disso, os MIPs sintetizados por essa metodologia apresentam bons valores de capacidade
de adsorcéo e fator de impressédo, o que permite sua aplicagcdo como fase sorvente em
técnicas de preparo de amostra como a DPX (MURDAYA et al., 2022).

Apesar das vantagens relacionadas ao uso do MIP como fase extratora para a DPX,
ainda a poucos estudos que relacionam o uso dessa fase para DPX, conforme pode ser

observado na Figura 4.



Figura 4. Nameros de publicagdes envolvendo MIP e DPX entre 2010 e 2024.
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Fonte: Web of Science (pesquisa realizada no de 26 de julho de 2024, com as palavras-chave: molecularly
imprinted polymer; pipette extraction)

Por se tratar de um material com alta seletividade para um composto ou classe de
compostos (DING et al., 2020), os MIPs podem ser facilmente adaptados a uma molécula
de interesse com tamanho e grupos diferentes, permitindo um processo de extragdo
seletivo 0 que garante as técnicas de extragdo que utilizam essa fase extratora, bons
valores de recuperacao (superior a 80%), precisédo e exatidao (SUN et al., 2021). Sendo
assim, o MIP apresenta-se como um bom candidato para uso como fase sorvente para
compostos em baixa concentragdo em matrizes complexas, tal como a melatonina em

amostras de leite.

1.3. Melatonina

A melatonina ou N-acetil-5-metoxitriptamina (Figura 5) é o principal horménio
sintetizado pela glandula pineal em animais vertebrados (ZHANG et al., 2024). Descoberta
em 1958, por Lerner e colaboradores (LERNER et al., 1958), que tinham como objetivo
utilizar o material excretado pela glandula pineal no tratamento de doencas de pele
(GUNATA; PARLAKPINAR; ACET, 2020).
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Figura 5. Representacgao estrutural da N-acetil-5-metoxitriptamina (melatonina).
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Fonte: proprio autor

Esse horménio é uma indolamina derivada do triptofano e metabolizada
enzimaticamente ou ndo enzimaticamente para todas as células. Dentre os metabdlitos da
melatonina, podemos destacar o N-acetil-N-formil-5-metoxiquinuramina (AFMK) e o N-
acetil-5-metoxiquinuramina (AMK), Figura 6, que apresentam propriedades antioxidantes.
O AFMK é produzido por varios mecanismos enzimaticos (indoleamina 2,3-dioxigenase,
mieloperoxidase), pseudoenzimaticos (oxoferril hemoglobina, hemina), fotocaliticos ou de
radicais livres. A desformilagéo do AFMK por arilamina formamidase ou hemoperoxidases
formara o AMK. (HARDELAND; PANDI-PERUMAL; CARDINALI, 2006; MAJIDINIA et al.,
2018)

Figura 6. Representagéo estrutural do N-acetil-N-formil-5-metoxiquinuramina (AFMK) e o N-acetil-5-
metoxiquinuramina (AMK)
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Fonte: proprio autor
Dentre as diversas acdes da melatonina ja comprovadas, destaca-se a
imunomodulatéria (CHANG et al.,, 2022), anti-inflamatéria (JOSEPH et al.,, 2024),
antitumoral (RODRIGUEZ-SANTANA et al., 2023), antioxidante (HOHOR et al., 2023) e
cronobioldgica (QIAN et al., 2022).
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Dessas acdes a melhor explicada € a cronobildgica, na qual a melatonina atua
diretamente no ciclo circadiano (NOURAZARAN et al., 2023). Em humanos, a alta
concentracdo de melatonina esta fortemente relacionada ao aumento da sonoléncia e na
diminuicdo da temperatura corporal, que propicia as condicbes adequadas para 0 sono
(DIJK; CAJOCHEN, 1997). A concentracdo de melatonina chega a ser de 3 a 10 vezes
superiores durante a noite, sendo que sua secrecdo normalmente se inicia entre as 21:00h
e 22:00h, atingindo seu nivel maximo de concentracao entre as 3:00h e 4:00h, comecando
a diminuir entre as 7:00h e 10:00h da manha (KAREL et al., 2024). Entretanto, esse habito
de secrecao € observado em animais noturnos e diurnos, indicando que a melatonina nao
esta diretamente ligada ao sono, mas sim a percepc¢ao de noite e dia (ZHDANOVA, 2005).

ApoOs a secrec¢do, a melatonina é distribuida por vérios tecidos corporais ndo sendo
estocada (REITER, 1991). Devido a sua anfilicidade, é possivel encontra-la em qualquer
célula, compartimento ou fluido corporal (HARDELAND; PANDI-PERUMAL; CARDINALI,
2006; MUNOZ-JURADO; ESCRIBANO, 2024) sendo encontrados relatos de sua presenca
em liquido cefalorraquidiano, na saliva, no humor aguoso, no leite humano, dentre outros
(DE ALMEIDA et al., 2011).

Dada a diversidade de vias metabdlicas que a melatonina pode estar envolvida € de
suma importancia a avaliacao deste hormonio em fluidos biol6gicos, tal como leite materno.
A compreensao do papel da melatonina em diferentes vias metabdlicas ainda é excipiente
sendo cada vez mais necessario o estudo e a determinagdo deste horménio nos mais
diversos compartimentos biolégicos, tal como leite materno. Diferentes estudos clinicos que
relacionam concentragfes de melatonina no leite materno tém sido relatados na literatura,

conforme apresentado na Tabela 1.

Tabela 1. Estudos relacionados a concentragdo de melatonina no leite materno e suas respectivas influéncias.

Conclusbes do estudo Referéncia
A concentracdo de melatonina no leite materno influéncia no (ENGLER et al.,

namero de célicas e no sono do recém-nascido. 2012)

A concentracdo de melatonina no leite varia conforme o periodo do (HAUSLER et al.,

dia, a qual apresenta nUmeros mais elevados a noite. 2024)

O humor da lactante influencia na concentracdo de melatonina

presente no leite. (KIMATA, 2007)

Continua na proxima pagina
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Continuacéo da tabela 1

Conclusdes do estudo Referéncia
A melatonina presente no leite materno pode influenciar no (GOMBERT,
CODONER-
FRANCH, 2021)

desenvolvimento cardiovascular do recém-nascido

A concentragdo de melatonina varia conforme a fase de lactagéo

sendo que nas primeiras fases a concentra¢éo de melatonina (QIN et al., 2019)

maior

A concentragdo de melatonina no leite colostro influéncia em sua (HONORIO-
FRANCA et al.,

propriedade antibacteriana. 2013)

Fonte: proprio autor

A concentragdo de melatonina no leite materno ir4 variar de acordo com o periodo
do dia avaliado, com esses valores alternando entre 5 e 86 pg mL* (CHRUSTEK et al.,
2022; ENGLER et al., 2012; ITALIANER et al., 2020).

Os testes mais utilizados para determinacdo de melatonina em amostras biolégicas
tem sido o radioimunoensaio e 0 ensaio imunoenzimatico (ELISA, Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay). Esses testes sdo baseados na reagdo antigeno-anticorpo e
apresentam baixo limite de deteccado, além de serem considerados de simples operacao.
Entretanto, esses testes permitem a quantificagcdo de apenas um analito, podendo ocorrer
uma grande variacdo nos valores detectados a depender dos kits utilizados, além disso, a
relatos de que compostos similares a melatonina sdo capazes de interagir com esses Kits,
fornecendo informagdes incorretas quanto a sua concentragdo. (KENNAWAY, 2019, 2020)

Uma alternativa para a utilizacéo desses kits envolve o uso da cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massa (LC-MS, Liquid Chromatography coupled to Mass
Spectrometry), uma técnica de andlise que apresenta baixo limite quantificacao,
reprodutibilidade e repetibilidade. Entretanto, devido a complexidade dessa amostra, o leite
materno, e a baixa concentracdo desse analito é necessario que haja um preparo prévio
dessa amostra antes de sua inser¢do no sistema analitico. Logo, o uso da DPX-MIP se
mostra uma alternativa viavel para essa analise, por se tratar de uma técnica simples e de
facil operacdo, que demanda pouco tempo para extracdo juntamente com baixo consumo
de solvente e de amostras, apresentando alta seletividade.

Dessa maneira, este trabalho propde desenvolver um método de quantificacdo de
melatonina e seus metabdlitos em leite materno por LC-MS utilizando MIP como fase

extratora para extracéo por DPX.
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2. OBJETIVOS

O presente estudo tem por objetivo sintetizar um novo MIP e empregé-lo como fase
sorvente na técnica de preparo de amostras DPX, para determinagédo LC-MS de melatonina

e metabolitos em amostras de leite materno.

2.1. Objetivos especificos

e Sintese e caracteriza¢do do MIP

e QOtimizacao das condicbes cromatograficas

e Otimizagdo dos parametros de extracdo da DPX para extracdo de
melatonina e metabdlitos em leite materno.

e Validacdo do método DPX-MIP-LC-MS para determinacdo da melatonina e
seus metabolitos

e Aplicagdo da metodologia desenvolvida em amostras de leites coletadas de
pacientes.

3. METODOLOGIA
3.1. Materiais, reagentes e padrdes

Na realizacdo desse estudo foram empregados o0s seguintes solventes, reagentes e
padrbes: tolueno (99,9 %), metanol (99,9 %), acetonitrila (99,9 %), acetona (99,9 %),
acetato de etila (99,9 %) e etanol (99,9 %) da marca Tedia. Agua ultrapurificada do
eguipamento MS2000 WFI da Geaka apresentando resestividade de 18,2 MQ. Cloroférmio,
1-vinilimidazol (1-Vn) (99 %), 4-vinilpiridina (4-Vp) (95 %), acido metacrilico (AM) (99 %), 2-
hidroxietil metacrilato (HEMA) (99 %), dimetacrilato de etilenoglicol (EGDMA) (98 %),
azobisisobutironitrila (AIBN) (0,2 M em tolueno) e melatonina (99,9 %) da Sigma-Aldrich
(Saint Louis, USA). AFMK (95 %) e AMK (95 %) foram adquiridos da empresa Santa Cruz

Biotechnology.(Dallas, USA) La de vidro da marca Dinamica (Sao Paulo, SP- Brasil).

3.2. Coleta do leite materno

O leite materno foi doado pela Faculdade de Enfermagem da Universidade Federal
de Goias através de uma colaboracdo com a Profa. Dra. Flaviana Vely Mendonga Vieira.

As amostras de leite foram coletadas segundo protocolos estabelecidos pelo Comité de
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Etica em pesquisa em Humanos da UFG (n° 40822620.0.0000.5078) e mantidas
congeladas (-70°C) e protegidas da luz até o0 momento da andlise. Foram coletadas 59
amostras em maternidades publicas da cidade de Goiania, Goias, e no domicilio das
participantes. Com o0s seguintes critérios de inclusdo: residir na cidade do estudo; idade
igual ou maior que 18 anos; ser passivel de contato por telefone; estar no periodo pds-parto
imediato; estar amamentando. Como critérios de exclusdo foram adotados os seguintes
parametros: neonatos com malformacdes congénitas, internacdo materna em Unidade de
Terapia Intensiva (UTI) e neonatal em Unidade de Terapia Intensiva Neonatal (UTIN);
mulheres com doencas crbnicas: hipertensdo, diabetes mellitus, disturbios da tireoide,
hepatites, asma, doenca renal cronica e doencas cardiovasculares; mulheres em uso de

medicamentos para auxilio do sono; mulheres com quadro de infec¢cbes agudas.

3.3. Sintese MIP

A sintese do MIP foi realizada por polimerizagéo por massas, adaptada do estudo
de Schwarz e colaboradores (SCHWARZ et al., 2016), no qual foi empregado 1 mmol de
template (melatotonina), 4 mmol de monémero funcional, 15 mmol do agente reticulante
(EGDMA, dimetacrilato de etilenoglicol), 51 mg de AIBN (azobisisobutironitrila) e 6 mL de
solvente porogénico (tolueno: etanol 5:1 v/v). Foram sintetizados diferentes MIPs a fim de
otimizar o monémero funcional para melhor interagdo com a melatonina e seus metabdlitos
sendo assim foram produzidos MIPs a base de AM (acido metacrilico), 4Vp (4-vinilpiridina),
1-Vn (1-vinilimidazol) e HEMA (2-hidroxietil metacrilato). Para tanto, inicialmente se
misturou o template com o mondmero funcional na presenca do solvente porogénico, a
mistura foi deixada em repouso por 15 min, para a formagdo do complexo
mondmero/template. Em seguida, foi adicionado o cross-link e o agente de iniciagcéao, a
reacdo ocorreu em atmosfera de N2 a 60°C por um periodo de 24h, conforme apresentado
na Figura 7. Ap6s esse periodo o polimero foi seco, triturado e peneirado, sendo lavado
com solugao composta por etanol 70% e metanol (50:50%, v/v), para remoc¢ao dos residuos
de sintese e template, da matriz polimérica. Na sequéncia, o polimero foi seco em estufa a
50°C por 24 horas. O NIP foi sintetizado utilizando a mesma metodologia, mas sem o
emprego do template na sintese. O NIP foi sintetizado apenas para o mondémero funcional,

gue apresentou melhor recuperacao para extracdo DPX de melatonina em leite materno.

15



Figura 7. Esquema representando a sintese do MIP
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Fonte: proprio autor

3.4. Caracterizacdao fisico-quimica dos MIPs

Todos os polimeros sintetizados foram caracterizados por Espectroscopia de
Absorc¢éo na Regido do Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR), o equipamento
utilizado foi o Spectrum Frontier da Perkin EImer com resolucdo de 4 cm™ na faixa de
nimero de onda de 4000 a 400 cm™. A estrutura morfolégica dos MIPs foi avaliada por
Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV), as imagens de alta resolucéo foram geradas
por um Microscépio Eletrénico de Varredura, Jeol, JSM — 6610, Thermoscientific NSS
Spectral Imaging. A estabilidade térmica dos sélidos foi avaliada por termogravimetria (TG),
0 equipamento empregado foi 0 STA 449 F3 da Netzsch, utilizando-se aproximadamente
7,5 mg de amostra, em atmosfera de gas nitrogénio, e fluxo de 50 mL min, cadinho de
alumina (85 yL) com a razdo de aquecimento de 263 °C min? e faixa de aquecimento de
25 a 1000 °C. A porosidade dos MIPs foi avaliada por adsorcéo e dessorcao de nitrogénio,
usando o aparelho de adsorcao fisica Micromeritics, ASAP 2020 Plus Version 1.03, para
calculo da area superficial especifica foi utilizado a equacao de BET (Brunauer-Emmett-
Teller) (HOWARTH et al., 2017) e o volume total de poros, o diametro médio dos poros e a
distribuicdo de tamanho de poros foram determinados pelo método BJH (Barrett-Joyner-
Halenda) (TEIXEIRA; COUTINHO; GOMES, 2001).
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3.5. Condi¢cGes Cromatogréaficas

As determinacBes cromatograficas foram realizadas em um sistema HPLC
ExionLCTM (Sciex) acoplado ao espectrdbmetro de massas triplo quadrupolo (MS/MS)
QTRAP® 4500 (Sciex), localizado na Faculdade de Farméacia da UFG. A coluna
cromatogréfica empregada foi uma Luna C8(2) 100A (150 mm x 4,6 mm, 5 pum,
Phenomenex), com uma pré-coluna C8 (4 mm x 3mm, Phenomenex). A corrida
cromatogréfica foi realizada no modo isocratico com 60% A (dgua 5mM de formiato de
amodnio) e 40% B (acetonitrila); vazdao de 0,8 mL min?; volume de injegdo 20 pL;
temperatura da coluna 40 °C; tempo de corrida 6 min. Os espectros de massas foram
adquiridos com ionizagao por eletrospray no modo positivo (ESI+); o nitrogénio foi utilizado
como gas de cortina (10 psi), de nebulizacao (45 psi), auxiliar (40 psi) e gas de coliséo (alto
ou 12 a.u); a voltagem do spray foi 5500 V; temperatura da fonte 650 °C; as analises foram
realizadas no modo SRM (Selected Reaction Monitoring), no qual o fragmento de maior
intensidade foi selecionado como ion de quantificagdo e o segundo mais intenso como ion

de confirmacao, conforme apresentado na Tabela 2.

Tabela 2. Condicdes de SRM para as analises de melatonina e seus metabolitos

. _ PSCC
Analito [M+H]* Tipo m/z PD (V) EC(V) PE() W)
Quantificacdo 174,1 46 19 10 12
Melatonina 233,1
Confirmacdo 130,1 46 61 10 14
Quantificacdo 114,0 61 17 10 6
AFMK 265,2 _
Confirmagédo 237,1 61 12 10 10
237,1 Quantificagdo 114,1 46 17 10 8
AMK _
Confirmagdo 136,0 46 26 10 6

PD = Potencial de Desagregacéo; EC = Energia de Colisdo; PE = Potencial de Entrada; PSCC = Potencial de
Saida da Célula de Coliséo

Fonte: Proprio autor

3.6. Estudo Computacional

Para avaliar o mondmero que apresenta melhor interagcdo com a melatonina, foi
realizado um estudo computacional em parceria com o Prof. Dr. Flavio Olimpio Sanches
Neto do Instituto Federal de Educacédo, Ciéncia e Tecnologia de Goids do Campus de

Valparaiso de Goias.
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Na primeira etapa, calculos de estrutura eletrdnica usando a funcional hibrido
B3LYP (LEE; YANG; PARR, 1988) combinado com o conjunto de base de Pople 6-31G(d,p)
(HEHRE; DITCHFIELD; POPLE, 1972) foram realizados para otimizar todas as espécies
selecionadas neste estudo, isto é, o template (melatonina) e os monémeros funcionais (1-
Vn, 4-Vp, AM e HEMA). Em seguida, o software Packmol (MARTINEZ et al., 2009) foi
empregado para fornecer as configuracdes iniciais dos complexos de pré-polimerizacéo
melatonina/monémero. Posteriormente, todos os complexos foram otimizados com o
mesmo nivel de célculo descrito anteriormente.

Os pontos estacionarios foram caracterizados por célculos analiticos de frequéncia
harménica. A auséncia de frequéncias imaginarias garante que as estruturas otimizadas
sdo minimos locais. A energia de interagdo (AE) entre o mondmero e o template foi
calculada incluindo a contribuicdo da energia vibracional do ponto zero e o erro de
superposicdo do conjunto de base, conforme a equagédo 1. (BOYS; BERNARDI, 1970;
FELLER, 1992)

AE = Ecomprexo — |Etemprare + X Emonomero] Equagao 1

Onde Ecomplexo € a energia total do complexo formado entre o mondmero e template,
Etemplate € @ energia total do template e Y Emonsmero € @ SOma da energia total dos monémeros
funcionais. Todos os célculos de quimica quantica foram realizados com o pacote de
software Gaussian 16. (FRISCH et al., 2016)

3.7. Calculo do fator de impressao molecular

O fator de impressédo molecular foi calculado para o MIP que apresentou a melhor
eficiéncia para extracdo da melatonina e seus metabdlitos em ensaios experimentais
prévios. Para isso, 20 mg de MIP ou 20 mg de NIP, foi submetido ao processo de extracao
DPX de 1 mL de uma solucdo padrdo de melatonina e seus metabdlitos (10 ng mL?) em
adgua. O processo de extragdo foi realizado da seguinte maneira: foi aspirado 1 mL da
solucdo com 2 ciclos de adsorcao, ap0s essa etapa a solugéo foi colocada em um vial e
levada para andlise LC-MS, para determinar o residual de melatonina e seus metabolitos
presentes na solucéo.

O coeficiente de distribuicéo (Kd), a remocéo percentual (%R) e o fator de impressao

(FI), foram calculados com base nas equacdes abaixo:
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Ci—Cf)*V (mL
kd = — (CLmCf)-V (mL) Equacéo 2
Cixmassa de MIP ou NIP(mg)

__ (Ci=Cf)*100

%R py Equacéo 3
%R MIP

FI = =2 Equacdo 4
%R NIP

Em que Ci representa a concentracao inicial do analito, Cf a concentracao final do

analito e V o volume de amostra utilizada.

3.8. Calculo da capacidade de adsorcdao e efeito cinético do MIP

Foi realizado o célculo da capacidade de adsorcdo e do efeito cinético para o MIP
com melhor eficiéncia para extragdo DPX da melatonina e seus metabdlitos.

A andlise da capacidade de adsorcao foi realizada utilizando 10 mg do MIP
peneirado o qual foi colocado em um tubo Falcon de 15 mL e em seguida foi adicionado 10
mL de solucéo padrdo de melatonina (em dgua) com a concentracao variando de 0,2a5g
L. As solucdes foram agitadas a temperatura ambiente por 24 h, e a concentracéo final de
melatonina foi determinada por LC-UV. Nesse caso foi aplicada as mesmas condicbes
cromatogréaficas descritas na secdo 3.5, mas sem o empregado do espectrdmetro de
massas. O comprimento de onda utilizado foi de 240 nm. A capacidade de adsorcdo do

polimero foi calculada com base na equacéo 2. (MARTINS et al., 2020)

Q= ((Ce=CO)xV)/W Equacéo 5

Em que Q representa a capacidade de adsorcdo, Ce a concentracdo restante na
solugdo, CO a concentracdo inicial, V o volume de solucéo padréo avaliada e W a massa
de polimero utilizada.

A analise do efeito cinético foi realizada utilizando 10 mg do MIP ou NIP peneirado
o qual foi colocado em um béquer de 25 mL. Em seguida foi adicionado 10 mL de solucao
padrdo de melatonina 0,2 mg mL?. As solucdes foram colocadas sob agitacdo e os
seguintes tempos foram avaliados: 1, 5, 10, 30, 60, 120 e 180 min. As analises foram
realizadas por LC-UV conforme ja descrito para a capacidade de adsorcéo e a equacao 5

também foi utilizada para determinar a capacidade de adsorcéo.
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3.9. Otimizagdo dos parametros de extragdo DPX-MIP para melatonina e seus
metabolitos em leite materno
Nesta etapa, ponteiras de micropipeta de 1mL foram vedadas utilizando & de vidro
previamente limpas e secas e adicionadas 20 mg dos MIP sintetizados e peneirados na
faixa de granulometria de 0,15 mm. Para a extracdo DPX de melatonina e seus metabdlitos
em leite materno, as principais variaveis foram avaliadas e otimizadas de maneira uni e

multivariada, conforme descrito a seguir.

3.9.1. Otimizag¢6es univéariadas

As otimizag¢Bes univariaveis foram realizadas utilizando 1 mL de leite materno de
pacientes fora dos critérios de inclusdo do estudo, enriquecido com solu¢cdo padréo de
melatonina para a concentracédo de 10 ng mL™. Inicialmente 1 mL de acetonitrila foi utilizada
como solvente de eluigcdo sendo o processo de extracao realizado com 2 ciclos de aspiragédo
da amostra e dessor¢éo do analito, com 10 s de tempo de equilibrio. Primeiramente foi
otimizado a necessidade de se realizar um tratamento prévio do leite anterior a extragao
DPX (leite sem tratamento, diluido 1:1 com agua, centrifugado 10000 rpm e diluido 1:1 com
metanol). Os MIPs sintetizados foram submetidos a extracdo DPX dos analitos para avaliar
a eficiéncia de extracdo deles. As etapas envolvidas no processo de extracdo DPX,
condicionamento (1 mL de acetonitrila) e lavagem (2 ciclos de aspiracédo de 1 mL de agua),
foram otimizadas a fim de se obter maior eficiéncia de extragdo. A granulometria dos MIPs
apos o processo de trituracdo foi otimizada (diametro 0,3 mm, 0,15 mm, menor que 0,15
mm e sem peneirar). Diferentes solventes de dessorgéo foram testados para uma melhor
recuperacdo dos analitos (acetonitrila, metanol, etanol, acetona, acetato de etila e

cloroférmio).

3.9.2. Otimizagao multivariada

A otimizagdo multivaridvel foi realizada utilizando um planejamento fatorial
fracionario 2°! com 3 pontos centrais, empregando o software Statistica versdo 7. As
variaveis foram codificadas da seguinte maneira: 1= tempo de equilibrio, 2= pH da amostra,
3=ciclo de adsor¢éo, 4= ciclo de dessor¢éo e 5= volume de solvente. Sendo que, o nUmero
ciclo esté relacionado ao processo de aspirar e dispersar a mesma aliquota. Os niveis de

cada uma das variaveis estdo presentes na Tabela 3.
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Tabela 3. Parametros, variaveis e niveis utilizados no planejamento fatorial 251,

Parametros Variaveis Nivel baixo  Ponto central  Nivel alto
1 Tempo de equilibrio 10s 35s 60 s
2 pH da amostra 4 7 10
3 Ciclo de adsorc¢éao 2 6 10
4 Ciclo de dessorcéo 2 6 10
5 Volume de solvente 300 pL 600 pL 900 pL

Fonte: proprio autor

Para a realizagdo do planejamento fatorial foi eluido pelas ponteiras 1 mL de leite
materno enriguecido com melatonina e seus metabdlitos a uma concentragdo de 100 pg
mL? e diluido em 1 mL de dgua e a acetonitrila foi utilizada como solvente de dessorgéo.
ApOs a etapa de extracdo o solvente foi evaporado e os analitos foram ressuspendidos em

500 pL da fase mével e posteriormente encaminhados para analise LC-MS.

3.10. Parametros analiticos

Para comprovar a eficiéncia do método proposto para determinacdo da melatonina
e seus metabodlitos por DPX-MIP/LC-MS, algumas figuras de mérito foram avaliadas
seguindo a normativa estabelecida pela Agéncia de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) em
resolucédo RDC n° 166, de 24 de julho de 2017 (BRASIL, 2017). No qual foram avaliados os
seguintes parametros: linearidade, efeito matriz, exatidao, precisdo, limite de deteccédo e
quantificagao.

A linearidade do método foi avaliada através da extracdo de 1 mL de leite materno
enriquecido com padréo interno (PI) (melatonina-d4) a uma concentracédo de 50 pg mL* e
com os padrdes de melatonina e seus metabdlitos na concentragéo de 10, 15, 20, 40, 60,
80, 100 pg mL™. Cada ponto da curva foi avaliado em quintuplicata, em que os valores
médios de cada ponto e seus respectivos desvios padrdes foram levadas em consideracao
para construcdo da curva analitica.

Para determinar o efeito matriz foi construida uma curva de calibracdo para a
melatonina e seus metabdlitos utilizando 100 pg mL* de Pl com a concentracéo dos analitos
variando de 10 a 100 pg mL™. Essa curva foi comparada com a curva obtida para extracdo

da melatonina e seus metabdlitos em leite materno. O coeficiente angular de ambas as
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curvas foi comparado entre si utilizando um test t, para determinar se h& diferenca
estatistica entre eles e se ha ou ndo influéncia da matriz na resposta.

Para calcular a exatiddo do método foram utilizados 3 niveis de concentracao baixo,
médio e alto, com 5 replicadas para cada nivel avaliado. Para a melatonina foram avaliadas
as seguintes concentracées 10, 50 e 100 pg mL™. Para os metabdlitos AFMK e AMK as
concentracdes avaliadas foram 15, 50, 100 pg mL™2. A exatiddo é representada com base

na recuperacao (REC), conforme expresso na equacao 6.

Concentragao experimental

REC =

* 100 Equacéo 6

Concentracao téorica

Para o célculo da precisdo foram avaliados os mesmos niveis de concentracdo que
os utilizados para o calculo da exatiddo, com 5 replicadas para cada nivel. As analises
foram realizadas no mesmo dia em 3 dias diferentes, para determinar a precisao intra e
interdias do método. A precisdo do método é expressa com base no desvio padrao relativo
(DPR), conforme expresso ha equacao 7.

DPR = Desvio padrao £ 100 Equac&o 7

Concentragio média determinada

O limite de deteccdo (LD) foi determinado levando em consideragdo a curva
analitica, para seu célculo foi utilizada a equacéao 8.

3,3*(desvio padrio residual da linha de regressao)

LD =

Equacéo 8

inclinagao
O limite de quantificagdo (LQ) foi determinado levando em consideragao a inclinagéo

da curva analitica, para seu calculo foi utilizada a equacéo 9.

10+(desvio padrao residual da linha de regressao)

LQ = Equacgéo 9

inclinagao

3.11. Comparacdo entre os resultados obtidos para o teste imunoenzimético
(ELISA) e o DPX-MIP/LC-MS

As amostras coletadas em parceria com a Faculdade de Enfermagem da UFG,

foram analisadas pelo método DPX-MIP/LC-MS e por ELISA para determinacdo da
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melatonina. As andlises de ELISA foram realizadas conforme metodologia reportado por
Oliveira (OLIVEIRA, 2024). Para essas analises foi utilizado um Kit ELISA de andlise direta
para saliva da marca TECAN de referéncia RE54041. Na qual, 5 mL de leite foi centrifugado
a 3500 g durante 35 min a 4°C, 0,1 mL do sobrenadante foi coletado e adicionado a placa
do ELISA, em seguida é adicionado 0,1 mL do padréo e do calibrante, e 0,05 mL da solucéo
antissoro essa mistura € incubada por 20h a 8 °C, apds esse periodo a placa é lavada 4
vezes com 0,25 mL de tampéao fosfato e é adicionada 0,1 mL de biotina a placa € incubada
por 2 h a 25 °C, a placa € novamente lavada 4 vezes com 0,25 mL de tampao fosfato e 0,1
mL da enzima conjugada é adicionada a placa é incubada por 1 h a 25 °C, sendo novamente
lavada 4 vezes com 0,25 mL de tampéo fosfato. Em seguida é adicionada 0,1 mL de
substrato 5,5'-tetrametil-benzidina, a solugéo € incubada por 15 min a 25 °C. Em seguida e
adicionada 0,1 mL de 5,5"-tetrametil-benzidina em 1 M de &cido de sulfarico, apos 15 min
as placas sao levadas para a leitora e a leitura é realizada a 450 nm.

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. Caracterizagcdo dos MIPs

No presente estudo os monémeros: 4-Vp, 1-Vn, AM e HEMA foram avaliados para
a sintese de um polimero de impressdo molecular para melatonina. Os MIPs sintetizados
foram submetidos a andlise por espectroscopia na regido do infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR). A Figura 9, apresenta os espectros de FTIR, para cada um
dos MIPs sintetizados empregando os monémeros 4-Vp, 1-Vn, AM e HEMA. Como todos
os polimeros aqui sintetizados utilizam EGDMA (Figura 8) como agente reticulante foi
possivel observar bandas caracteristicas dessa molécula em cada um dos MIPs
sintetizados, dentre elas pode-se destacar os alongamentos caracteristicos de grupos
éteres em 1740 cm?, 1261 cm™ e 1162 cm, que estdo relacionados a carbonila (C=0), a
ligacdo (C-O) e a absorcdo (C-O-C) respectivamente, observa-se também bandas
relacionadas aos estiramentos (C—H) em 2957 cm™ e 2991 cm™. (FOGUEL et al., 2017)

O MIP sintetizado utilizando 4-Vp como monémero funcional (Figura 8), apresentou
bandas em torno de 1600 cm™® e 1557 cm? que estdo relacionadas as vibragdes do
estiramento C=N (XU et al., 2011). No MIP de 1-Vn (Figura 8) foi possivel observar uma
banda em 664 cm™ que esta associada a vibragdo de flexdo do C=N dos grupos vinilicos,
tipicos da molécula de 1-vinilimidazol (CHEN et al., 2010). O MIP obtido com o uso de AM

como mondémero funcional (Figura 8) exibiu bandas em 3500 cm™ caracteristico de
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estiramento (O-H), bem como banda em 1734 cmtipico do estiramento (C=0) (WONG et
al., 2016). No MIP de HEMA (Figura 8) nota-se a presenca de banda em 3500 cm®
caracteristico de estiramento (O—H), as demais bandas tipicas desse monémero 1740 cm’
11262 cm? e 1171 cm™ também s&o bandas caracteristicas do EGDMA uma vez que

ambas as moléculas apresentam funcéo éster (MEYDAN et al., 2021).

Figura 8. Representacgdo da estrutura quimica dos monémeros funcionais 1-Vn, 4-Vp, AM, HEMA e do agente
reticulante EGDMA

1-Vn 4-\/p AM HEMA
0]
JH/O\\//\OJW‘/
o
EGDMA

Fonte: Proprio autor
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Figura 9. Espectros FTIR para os MIPs sintetizados utilizando 4-Vp, 1-Vn, AM e HEMA como mondmeros

funcionais.
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Fonte: Proprio autor

Para avaliar a estabilidade térmica dos MIPs, foram realizadas analises
termogravimétricas. A Figura 10, exibe as curvas de analises termogravimétricas para os
MIPs obtidos com os monémeros 1-Vn, HEMA, AM e 4-Vp. O MIP 1-Vn e HEMA encontram-
se na forma anidra no estado sélido, sendo observado um perfil térmico de decomposicao
de apenas uma etapa, com estabilidade térmica de 260 °C e 210 °C, respectivamente. Ja
os polimeros AM e 4-Vp, apresentaram duas etapas de perda de massa, sendo atribuidas
a desidratacao térmica e decomposicdo destes materiais. Com relacdo a estabilidade
térmica desses polimeros, constatou-se que ela se mantinha até 280 °C e 250 °C

respectivamente, para suas formas anidras.
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Figura 10. Curvas termogravimétricas dos MIPs 1-Vn, HEMA, AM e 4-Vp
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Fonte: Proprio autor

A morfologia dos MIPs sintetizados foram avaliadas por MEV. A Figura 11,
apresenta as micrografias relacionadas aos MIPs empregando os monémeros 1-Vn, 4-Vp,
AM e HEMA a uma magnitude de 10000x. Segundo a Figura 11, ndo é possivel observar
diferencas visuais entre os polimeros avaliados, uma vez que o0s materiais foram
sintetizados utilizam o mesmo procedimento sintético, variando apenas o0 mondmero
funcional empregado. Adicionalmente, é possivel notar que todos os polimeros
apresentaram canais, nho qual a amostra ira eluir, proporcionando maior superficie de
contato e consequentemente maior interacdo entre os analitos e a fase extratora (DE
MIDDELEER; DUBRUEL; DE SAEGER, 2016).
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Figura 11. Micrografias com amplitude de 1000x para os MIPs empregando os monémeros. A) 1-Vn; b) 4-Vp;
c) AM; d) HEMA

Fonte: Proprio autor

A porosidade dos polimeros foi avaliada por adsorcéao e dessorgéo de nitrogénio. A
Tabela 4, apresenta os valores de area superficial, volume de poros médio e diametro dos
poros, para os MIPs 1-Vn, 4-Vp, AM e HEMA. Nota-se que mesmo com 0s polimeros tendo
sido sintetizados utilizando a mesma metodologia sintética ha variac6es entre os valores
de area superficial, volume e didametro de poros, que estdo relacionadas com as interacdes

entre o mondémero funcional e os demais componentes sintéticos.

Tabela 4. Area superficial, volume e didmetro de poros para os MIPs 1-Vn, HEMA, AM e 4-Vp.

) Diametro dos poros
Amostra Area superficial (m?g?) Volume de poros (cm3g?)

(A)
1-Vn 230,43 0,94 163,19
HEMA 236,40 0,90 151,97
AM 153,25 0,63 165,30
4-\Vp 260,86 0,76 116,91

Fonte: Proprio autor
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Julgando os valores de area superficial dos MIPs sintetizados pode-se afirmar que
o MIP de 4-Vp, possivelmente é aquele que resultaria em maior interacdo com 0s
compostos de interesse (melatonina e metabdlitos), uma vez que a area superficial esta
diretamente ligada a superficie de contato disponivel para interagdo e consequentemente
influenciara a capacidade de extracdo do material (MASINI; SVEC, 2017). Entretanto, ndo
se pode afirmar que o valor de &rea superficial serd fator preponderante para definir se um
material sera mais eficiente ou ndo durante um processo de extracdo, uma vez que nao
estamos levando em consideracao as interacdes intermoleculares entre o analito e a fase
extratora e 0 nimero de sitios de interacdo disponiveis na superficie do MIP. Além disso,
todos os MIPs sintetizados apresentam didametro de poros tipicos de materiais
mesoporosos (2 — 50 nm) (CIESLA; SCHUTH, 1999) com didmetro de poro entre 11,6 e
16,5 nm, propriedade que possibilita o acesso das moléculas alvos aos sitios de
reconhecimentos presentes no interior dos poros, indicando que ambos os materiais podem
interagir de maneira eficiente com a melatonina e seus metabolitos (MEGAHED et al., 2022;
SAAD et al., 2021). Vale ressaltar também, que a técnica de adsorcao/dessorcdo de
nitrogénio é eficiente para medida de micro e meso poros, ndo fornecendo informacdes
sobre 0s macros poros, 0s quais contribuem significativamente para a eficiéncia de extragédo

e uso dos MIPs em sistemas de extragdo miniaturizados (HE et al., 2021).

4.2. Analise cromatografica

A literatura aponta que a concentracdo de melatonina e seus metabdlitos em leite
materno pode variar entre 5 pg mL* a 86 pg mL?, dependendo, entre outros fatores, do
periodo avaliado (ENGLER et al., 2012; QIN et al., 2019). Consequentemente, é necessario
a utilizacdo de equipamentos que venham a ter alto poder de deteccdo e sensibilidade
analitica como o caso do LC-MS.

O formiato de aménio foi utilizado como modificador da fase mével por promover
melhor ionizacdo dos analitos, se comparado a outros modificadores como o &cido férmico
e o0 acetato de sddio, conforme pode ser observado na Figura 12. O formiato de amonio
aumentou o numero de eletrélitos presentes na fase moével o que contribui para o aumento
do sinal analitico. Além disso, a presenca do formiato de amonio na fase mével aumenta a
condutividade do meio e pode reduzir o tamanho inicial da gota durante a formacdo do
spray, favorecendo a formacdo do eletrospray e consequentemente a ionizacdo dos
analitos (ZHAO; SUN; LI, 2008).
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Figura 12. Area para a melatonina e seus metabdlitos na concentragdo de 500 ng mL, utilizando diferentes
modificadores de fase mével (5 mM formiato de aménio, 0,1% de acido férmico e 5 mM acetato de sodio).
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Fonte: Proprio autor

Para avaliar se o método cromatografico proposto estava adequado para a

determinacdo dos analitos em estudo foi usada uma solucéo padrdo de melatonina e os

metabdlitos (AFMK e AMK) na concentragdo de 10 pg mL?, conforme apresentado na

Figura 13, indicando que é possivel realizar a determinagcdo desses analitos dentro do

intervalo de concentracéo desejado.

Figura 13. Cromatogramas de MRM para a melatonina e seus metabdlitos (AFMK e AMK) com seus
respectivos tempos de retencéo
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4.3. Selecdo dos MIPs para extragdo de melatonina e seus metabdlitos

Conforme ja reportado anteriormente no tépico 4.1, ndo é possivel afirmar que uma
fase extratora apresentard melhor eficiéncia de extracdo sem levar em consideracao as
interacBes intermoleculares envolvidas nesse processo. Sendo assim, foi realizado um
estudo tedrico para calcular a energia de interagdo (AE) entre 0 mondmero funcional e o

template (melatonina), conforme apresentado na Tabela 5.

Tabela 5. Energia de interagao (AE) entre os mondmeros funcionais (1-Vn, HEMA, AM e 4-Vp) e o template
(melatonina).

Mondmero funcional AE monémero-template (KJ.mol?)
1-Vn —-126,49
HEMA - 218,24
AM - 180,87
4-Vp - 130,75

Fonte: proprio autor

Conforme a literatura, quanto menor a energia de interacdo (AE) do sistema
mondmero — template, maior sera a interacao e mais estavel sera o complexo mondémero —
template, resultando em uma maior interacdo com a molécula alvo (XIE et al., 2020).
Consequentemente, o MIP utilizando HEMA como monémero funcional apresentou valores
de energia de interacdo que sugerem que sera aquele que ira interagir de forma mais
eficiente com as moléculas alvos.

Para corroborar com estes dados, foram realizadas extragbes DPX de um padréo
de melatonina e seus metabdlitos em 4gua a uma concentracédo de 10 ng mL?, no qual foi
utilizado 20 mg de MIP como fase extratora e 1 mL de acetonitrila como solvente de
dessorcao, para posterior analise por LC-MS. Este processo foi realizado para cada MIP
sintetizado. A Figura 14, apresenta o grafico de barras para a recuperacéo relativa de
melatonina e seus metabdlitos em fungéo dos MIPs (1-Vn, HEMA, AM e 4-Vp). Nota-se que
ndo ha diferenca significativa para a recuperacéo relativa de melatonina e seus metabdlitos
(AFMK e AMK) em funcao dos MIPs avaliados, para confirmar foi realizado uma analise de
variancia (ANOVA) com nivel de confianca de 95%, que apresentou valor p=0,194

indicando que realmente néo ha diferenca significativa entre eles.
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Figura 14. Grafico de barras para a recuperacao relativa de melatonina e seus metabdlitos (AFMK e AMK)
para os MIPs AM, 1-Vn, 4-Vp e HEMA
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Fonte: Proprio autor

As ponteiras contendo o MIP, foram previamente submetidas a extragédo de apenas
solvente (acetonitrila), para avaliar a presenca ou ndo de residuos do template (melatonina)
nos MIPs utilizados para a extragdo DPX, o que poderia interferir na etapa de quantificacao.
Ou seja, avaliar a eficiéncia da etapa de limpeza empregada apés a sintese. Conforme
pode ser observado na Figura 15 todos os polimeros avaliados apresentavam residuos do
template. No entanto, 0 HEMA apresentou maior valor de area referente a melatonina
guando comparado aos demais, o que pode ser atribuido a sua maior energia de interagédo
entre 0 mondmero e o template (Tabela 5), o que consequentemente dificulta a retirada do
mesmo. Com relacéo ao MIP 1-Vn (valor de energia de interagdo mais baixa), foi observado
menor valor de area (Figura 15), o que indica que a retirada do template da matriz polimérica
é facilitada. A presenca de residuos do template pode afetar diretamente a precisdo do
método analitico, além de diminuir o nimero de sitios seletivos reduzindo a capacidade
adsortiva do material (BAGHERI et al., 2019). Dessa maneira, o MIP 1-Vn foi selecionado
para extracdo DPX de melatonina e seus metabdlitos nos ensaios seguintes, uma vez que
apresenta eficiéncia de extracao similar aos demais, aliado a maior facilidade para remocéo

do template, diminuindo o gasto de solvente e o tempo envolvido no processo.
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Figura 15. Grafico de barras indicando a area de residuo do template (melatonina) apés etapa de limpeza
para os MIPs sintetizados empregando os mondémeros: AM, 1-Vn, 4-Vp e HEMA.
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HEMA: 2-hidroxietil metacrilato; 4-Vp: 4-vinilpiridina; 1-Vn: 1-vinilimidazol; e AM: acido metacrilico

Fonte: proprio autor

4.4. Andlise topoldgica da interacdo entre a melatonina e o 1-vinilimidazol

A analise topologica € utilizada para investigar a natureza da ligagdo complexa que
ocorre entre o template — monémero funcional, demonstrando o tipo de interagdo que ira
influenciar para a estabilidade dessa ligagdo. Nesse sentido, foi realizada uma analise
topoldgica para determinar as interagdes envolvidas para a formac¢ao do complexo entre a
melatonina (template) e o 1-vinilimidazol, uma vez que esse foi 0 monémero selecionado
para a extracdo DPX da melatonina e seus metabdlitos. Como pode ser observado na
Figura 16, as interacdes que irdo influenciar na estabilidade do complexo serdo as do tipo

ligac&o de hidrogénio com o comprimento de ligac&o variando entre 1,8209 e 2,1941 A.
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Figura 16. Conformacao do complexo formado entre a melatonina e o 1-vinilimidazol
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Fonte: Proprio autor

A andlise topolégica também ird fornecer informagdes quanto a densidade eletrdnica
total (p(r)), a densidade eletronica Laplaciana (V?p(r)), a densidade de energia eletronica
(H(r)) e a densidade de energia potencial eletrénica (V(r)), como pode ser observado na
Tabela 6. A Tabela 6, apresenta os valores de p(r), V?p(r), H(r) e V(r), para as interagdes
que mais influenciam na estabilidade do complexo melatonina e 1-Vn, representadas na
Figura 16. Conforme afirmado por Koch (KOCH; POPELIER, 1995) e Lipkowski
(LIPKOWSKI et al.,, 2004), as interacbes de hidrogénio devem apresentar densidade
eletrénica total (p(r)) entre 0,002 e 0,035 a.u e densidade eletronica Laplaciana V2p(r) entre
0,024 e 0,139 a.u, indicando que as principais interacdes presentes para o complexo
melatonina e 1-Vn séo do tipo ligacdo de hidrogénio, uma vez que os valores de p(r) variam
de 0,010 a 0,015 e os de V?p(r) estédo entre 0,033 e 0,045.

As ligacdes de hidrogénio podem ser caracterizadas com base em sua densidade
eletrdnica, conforme afirmado por Rozas e colaboradores (ROZAS; ALKORTA; ELGUERO,
2000). De acordo com os autores quando os valores de V2p(r) sdo maiores que 0 e H(r) é

maior que zero, as ligacbes de hidrogénio sdo formadas por forcas de interacdo

33



eletrostaticas fracas, quando o V?p(r) € maior que 0 e H(r) € menor que zero, as ligacées
de hidrogénio apresentam forcas moderadas, ja quando V2p(r) € menor que 0 e H(r) € menor
gue zero a forca dessas interacGes serd considerada forte e tipica de ligacdo covalente.
Para o complexo formado entre a melatonina e o0 1-Vn ir4 prevalecer ligaces de hidrogénio
formadas por interacdes fracas e moderadas, facilitando assim a retirada do template da
matriz polimérica. (XIE et al., 2020; ZHANG; FAN; ZHAO, 2018)

Tabela 6. Valores de densidade eletrdnica total (p(r)), densidade eletrénica Laplaciana (V2p(r)), densidade de
energia eletrénica (H(r)) e a densidade de energia potencial eletrénica (V(r)), para as principais interacées
envolvidas no complexo formado entre a melatonina e 1-Vn e a intensidade dessas interagdes.

Intensidade
Interacéo p(r) a.u. V2p(r) a.u. H(r) V(r) ) .
daligacéo
1 0.0097751 0.0327130 0.0009767  -0.0062247 Fracas
2 0.0152838 0.0448228 -1.6172E-06 -0.0112089 Moderadas
3 0.0135616 0.0417312 0.0002315  -0.0099697 Fracas
4 0.0108031 0.0292609 0.0005246  -0.0062658 Fracas
5 0.0103135 0.0330628 0.0004610  -0.0073435 Fracas

Fonte: Proprio autor

4.5. Caracterizacdo do NIP e teste de seletividade para a melatonina e seus
metabaolitos.

O NIP obtido através da sintese empregando 1-Vn como monémero funcional, mas
sem adicdo do template foi caracterizado pelas mesmas técnicas empregadas para
caracterizacao dos MIPs, ja reportadas no topico 4.1. A Figura 17, apresenta 0s espectros
de FTIR, as curvas de analise termogravimétricas e as micrografias do NIP e MIP de 1-Vn.
Na Figura 17a), € possivel observar que ambos os polimeros sdo similares apresentando
bandas caracteristicas para o0 EGDMA (cross-link) e o 1-Vn (monémero), conforme ja
reportadas no topico 4.1. Na Figura 17b), nota-se que o NIP apresentou duas etapas de
perda de massa, sendo atribuidas a desidratacédo térmica e decomposicao deste material,
ja o MIP foi decomposto em apenas uma etapa, ambos 0s materiais apresentaram
estabilidade térmica até 310 °C. A Figura 17c), apresenta as micrografias para o NIP e o
MIP, na qual ndo é possivel observar diferengas visuais significativas entre elas. Essas
similaridades existentes entre o NIP e MIP se d& pelo fato de ambos os materiais terem
sido sintetizados utilizando os mesma metodologia sintética variando apenas a presenca

ou nao do template.
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Figura 17. Resultados de caracterizagdo do NIP e MIP de 1-Vn; a) Espectros FTIR do MIP e NIP; b)
Termogramas NIP e MIP; c) Micrografias MIP e NIP com amplitude de 1000x
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Fonte: Proprio autor

A porosidade do NIP foi comparada ao MIP pela analise de adsor¢do e dessorgéo
de nitrogénio. A Tabela 7, apresenta os valores de area superficial, volume de poros médio
e didmetro dos poros, para o NIP e MIP. Observe que ha diferencas entre esses valores
para o NIP e MIP, uma vez que a presenca e retirada do template no procedimento para
obtencado desses materiais pode influenciar diretamente na porosidade e na area superficial
do material, além disso o maior valor de area superficial do MIP indica que houve a
formacao de cavidades seletivas a melatonina e seus metabdlitos (FOGUEL et al., 2017).

Para avaliar a seletividade do MIP frente ao NIP, foi realizada uma extragdo DPX de
leite materno enriquecido a uma concentracdo de 10 ng mL?! de melatonina e seus
metabdlicos (AFMK e AMK). A Figura 18, apresenta o grafico de barras das recuperacées
relativas obtidas para melatonina e seus metabdlitos apos o processo de extracdo DPX.
Nele é possivel observar que o MIP apresenta valores de recuperacao relativa superior
guando comparado ao NIP, indicando a presenca de sitios seletivos para essas moléculas

conforme ja repostado na literatura (PESIC et al., 2020).
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Tabela 7. Area superficial, volume e diametro de poros para o NIP e o MIP

) Diametro dos poros
Amostra Area superficial (m2g?) Volume de poros (cm3g?)

(A)
NIP 180,69 0,88 195,69
MIP 230,43 0,94 163,19

Fonte: Proprio autor

Figura 18. Grafico de barras indicando os valores de recuperagéo relativa para a extracdo DPX de melatonina
e seus metabdlitos em leite materno empregando MIP ou NIP como fase extratora.
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Fonte: Proprio autor

4.6. Fator de impressao molecular

Para determinar a seletividade do MIP para a extragdo da melatonina e seus
metabdlitos, foram calculados o coeficiente de distribuicdo (Kd) (equacdo 2), a remogao
percentual (%R) (equacao 3) e o fator de impresséo (Fl) (equagéo 4), como observado na
Tabela 8. Nela é possivel observar que os valores de Kd variou para o MIP e o NIP, entre
0,036 e 0,047 (L g?), e entre 0,009 e 0,028 (L g?), respectivamente. Além disso, o
percentual de remocéo (%R) para o MIP variou de 71,75 a 93,66%, enquanto para o NIP
essa variacdo foi de 11,78 a 56,27%. Valores mais alto de Kd e %R para o MIP indicam a
presenca de sitios seletivos para a melatonina e seus metabolitos. Adicionalmente, fator de
impress@o superior a 1 aponta que a capacidade de adsorcdo do MIP foi superior a

encontrada para o NIP, devido as cavidades seletivas presentes no MIP.
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De acordo com Pakade e colaboradores (PAKADE; MOLEFE; TAVENGWA, 2017),
maiores valores de Kd para o MIP se comparado ao NIP e fator de impresséo superior a
1,5, indicam que o MIP apresenta maior seletividade e afinidade para a molécula alvo. Além
disso, valores inferiores a 1,5 para o Fl e valores de Kd do MIP menor que o do NIP, é o
um indicio de uma baixa densidade de sitios de impressao, o que pode ser gerado por uma
remocao incompleta do template, ou devido a expulsdo do template durante o processo de
formacdo do polimero pelo rearranjo molecular, resultando assim em sitios de adsor¢ao
heterogéneos.

Tabela 8. Valores de coeficiente de distribuicdo (Kd) e fator de remocéo (%R) para o MIP e NIP, e o valor do
fator de impresséao (FI).

NIP MIP
Analito Fl
Kd (L g% %R Kd (L g?) %R
melatonina 0,028 56,27 0,047 93,66 1,66
AFMK 0,006 11,78 0,039 77,08 6,54
AMK 0,009 18,66 0,036 71,75 3,84

Fonte: Proprio autor

4.7, Efeito cinético do MIP

O efeito cinético do MIP, foi avaliado utilizando apenas a melatonina, devido a
quantidade de padrao disponivel e ao alto custo dos demais padrdes (AFMK e AMK). Para
o estudo cinético foram preparadas 10 mL de solu¢bes padrées de melatonina (0,2 mg.mL"
1) a elas foram adicionadas 10 mg de MIP ou NIP, essas solu¢cdes foram colocadas em
agitacado por 1, 5, 10, 30, 60, 120 e 180 min. A capacidade de adsor¢éo (Q) desses materiais
com o tempo foram calculadas com base na equacéo 5 e estdo representadas na Figura
19. Nota-se que tanto o MIP quanto o NIP atingiram o equilibrio com 30 min de agitacéo,
sendo que néo houve diferenca quanto a capacidade de adsor¢éo (Q) para o MIP e o NIP

nessa concentracdo avaliada.
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Figura 19. Gréfico da capacidade de adsorcdo (Q) de melatonina em fungdo do tempo (min) para o MIP e o
NIP
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Fonte: Proprio autor

Para explorar os dados cinéticos obtidos para o MIP e NIP, foram realizados
modelos cinéticos de pseudo 1 ° ordem (equacdo 10) e pseudo 22 ordem (equacgéo 11).
(MARTINS et al., 2020)

In(Qe — Qt) =InQe — K1t Equacéo 10
t 1 t

Qt  k2+Qe? ' Qt Equacao 11

Em que Qe é igual a capacidade de adsorcdo no equilibrio, Qt € a capacidade de
adsorcao em determinado tempo, t é igual ao tempo, K1 é a constante de pseudo 12 ordem
e K2 é a constante da pseudo 22 ordem. Para calcular a taxa de pseudo 1° ordem foi
construido um gréfico de In (Qe — Qt) em funcéo de t, ja para calcular a taxa de pseudo 2°
ordem foi construido um grafico de t/Qt em funcéo de t, como pode ser observado na Figura
20.

A Figura 20a, representa o grafico da funcdo de pseudo 1° ordem para o MIP e o
NIP, nele é possivel observar que a equacao linear para o MIP e o NIP apresentou
coeficiente de determinacdo (r?) inferior a 0,65, indicando que esses dados ndo se
comportam linearmente. Mesmo assim foram realizados célculos para determinar os
valores da capacidade de adsorgéo no equilibrio (Qe) e a constante de primeira ordem (K1)

para o MIP e o NIP, no qual foi obtido os seguintes valores 19,07 mg g*, 0,024 min* e 29,15
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mg g, 0,012 min?, respectivamente. Esses valores de Qe encontra-se muito distante do
valor experimental, conforme pode ser observado na Figura 19 em que o Qe esta proximo
de 119 mg g}, indicando que a cinética de adsorcdo do MIP e NIP néo é explicado por um
modelo de pseudo 1° ordem.

A Figura 20b, apresenta o grafico da funcéo de pseudo 2° ordem para o MIP e o
NIP, nota-se que equacdo linear para o MIP e o NIP apresentou coeficiente de
determinacéo (r?) préxima a 0,99, indicando que esses dados apresentam comportamento
linear. Foram realizados calculos para determinar os valores de capacidade de adsorcdo
no equilibrio e a constante de segunda ordem para o MIP e o NIP, no qual obteve os
seguintes valores de Qe 117,65 e 114,94 mg g* e K2 igual a 0,007 e 0,002 g mg?* min?,
respectivamente. Nota-se que os valores de Qe encontrados para a equacao de pseudo 2°
ordem esta préximo do observado na Figura 19, Qe igual a 119 mg g?, indicando que a
cinética de adsor¢ao do MIP e NIP se comportar com base no modelo de pseudo 2° ordem.

Figura 20. Gréfico para os modelos cinéticos do MIP e NIP.a) grafico da fungcéo de pseudo 1° ordem; b)
grafico da fungdo de pseudo 2° ordem.
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Fonte: Proprio autor
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4.8. Adsorcédo do MIP

A capacidade de adsorcdo do MIP em fun¢éo da concentracdo da molécula alvo, foi
novamente realizada utilizando apenas a melatonina, pela mesma justificativas
apresentadas no tépico 4.7. Para esse estudo foram preparadas 10 mL de solu¢éo padréo
de melatonina em agua na qual sua concentracdo variou de 0,2 a 5 mg mL*, a ela foi
adicionada 10 mg do MIP ou NIP, essa mistura foi colocada em agitagdo por 24 h. A
capacidade de adsorcdo desses materiais em funcdo da concentracdo foi calculada
utilizando a equacéo 5 e estdo representados na Figura 21. Na qual é possivel observar
que o MIP apresentou maior capacidade de adsorcédo se comparado ao NIP & medida que
a concentracdo de melatonina aumentava, indicando assim a presenca de cavidades

seletivas no MIP para a melatonina.

Figura 21. Gréfico da capacidade de adsorcdo do MIP e NIP (Q) em funcéo da concentracdo de melatonina
em mg.mL™.
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Fonte: Proprio autor

Alguns modelos teoricos de adsorcao foram aplicados a esses dados, para ajuste
experimentais, como o caso das isotermas de Freundlich (Figura 22) e as isotermas de
Langmuir (Figura 23). Estes ajustes permitiram a determinagéo de parametros relacionados
ao equilibrio de adsorcao, a quantidade méxima de adsorcado de melatonina para o MIP e
o NIP e a identificagdo de processos fisico-quimicos relacionados a adsorcdo, conforme

representado na Tabela 9.
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O modelo de Freundlich se relaciona a adsor¢do multicamadas em um sélido

heterogéneo, ele é descrito com base na equacéo 12.
InQe = InKf + %*Ce Equacao 12

Em que Qe é a capacidade de adsorcéo no equilibrio (mg.g?), Ce é a concentracédo
de melatonina no equilibrio (mg mL™?), 1/n constante de heterogeneidade da superficie e Kf
a constante da capacidade de adsorcdo de Freundlich ((mg g~') (mL mg™)*").

A Figura 22, apresenta o gréafico de adsorcao do MIP e NIP, ajustado de acordo com
0 modelo de Freundlich. Com base na equac¢do do modelo ajustado € possivel obter os
valores referentes ao Kf e ao n, conforme apresentado na tabela 9. O valor de n ir4 indicar
0 grau de néo linearidade entre a concentragéo da solugéo e a de adsor¢éo, quandon =1
a adsorcao é linear, n < 1 adsorcdo € um processo quimico e n > 1 a adsorgdo é um
processo fisico (POURFARZIB et al., 2015). De acordo com a Tabela 9, o MIP apresentou
n = 1,37 enquanto o do NIP foi 1,57, indicando uma presenga maior de sitios seletivos no
MIP se comparado ao NIP, por apresentar valor de n menor (GARCINUNO et al., 2023).

Figura 22. Gréfico de adsorcéo ajustado de acordo com o modelo de Freundlich para a) MIP e o b) NIP.
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Fonte: Proprio autor

O modelo de Langmuir esta relacionado a adsorcdo monocamada em uma
superficie uniforme com um numero limitado de sitios de adsor¢cdo. De acordo com esse
modelo caso um sitio esteja em uso nenhuma sorcao adicional pode acontecer naquele
sitio, além disso, ela é baseada na suposicdo de que o adsorvente é uma estrutura
homogénea onde os todos os sitios de adsorcdo sdo idénticos e energeticamente

equivalentes. Esse modelo é descrito com base na equacédo 13. (POURFARZIB et al., 2015)

41



Le ( : ) + ( ce ) Equacgédo 13

Qe Qmax*KL Q max

Em que Qe é a capacidade de adsorcéo no equilibrio (mg g?), Ce é a concentracéo
de melatonina no equilibrio (mg mL™?), Qmax é a capacidade maxima de adsorcédo (mg g*)
e Kl é a constante de Langmuir (mL mg).

A Figura 23, apresenta o gréafico de adsorcao do MIP e NIP, ajustado de acordo com
0 modelo de Langmuir. Com base na equac¢ao do modelo ajustado de Langmuir é possivel
determinar o valor de Qmax e o de KL, presente na Tabela 9. O MIP apresentou Qmax de
3514,79 mg g*! enquanto o Qmax do NIP foi de 1686,04 mg g*, indicando que o MIP
apresenta maior capacidade adsortiva se comparado ao NIP, devido a presenca de sitios
seletivos a melatonina nesse polimero (CHENG et al., 2022). Um outro parametro que pode
ser obtido utilizando o modelo de Lagmuir é o RL que descreve a natureza do processo de
adsorcao, obtido pela equacgéo 14.

1 ~
RL = m Equacéo 14

Em que kL é a constante de Langmuir (mL.mg™?) e CO a concentracdo inicial do
analito (mg.mL™). Quando RL = 0 o processo de adsorgéo é irreversivel, quando 0 < RL <
1 o processo de adsorcao é favoravel, RL = 1 o processo de adsor¢ao € linear e quando
RL >1 o processo de adsorc¢éo é desfavoravel. Sendo assim, foi calculado o RL para o MIP
e o NIP, no qual foi obtido os seguintes valores 0,97 e 0,94 respectivamente, indicando que
o0 processo de adsorcéo é favoravel para o MIP e o NIP. (GARCINUNO et al., 2023)

Figura 23. Gréfico de adsorcao ajustado de acordo com o modelo de Langmuir para a) MIP e o b) NIP.
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Fonte: Proprio autor
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Tabela 9. Parametros obtidos nos ajustes pelos modelos de Freundlich e de Langmuir

Modelo de Freundlich Modelo de Langmuir
Polimero Kf
R? ((mg g™ n R Qmax KL (mL
(mL mg~)'n) (mg g™) mg™)
MIP 0,9423 422,03 1,37 0,9528 3515,79 0,14
NIP 0,9813 364,58 1,57 0,9675 1686,04 0,30

Fonte: Proprio autor

De acordo com Nergiz e colaboradores (NERGIZ; ZENGER; PESINT, 2024), o
modelo de adsorcdo com maior coeficiente de determinacdo (r?) indicard o que melhor
representa os seus dados experimentais, sendo que MIPs ajustados com o modelo de
Langmuir apresenta processo de adsorcdo de monocamada em uma superficie
homogénea. Consequentemente, o MIP de 1-Vn reportado nessa tese, apresenta seu
processo de adsorgdo mais bem descrito pelo modelo de Langmuir (r? = 0,9528), sendo
assim, o processo de adsorcdo desse material ocorre em uma monocamada de superficie

homogénea, na qual um sitio de interagdo sé pode interagir com um Unico composto.

4.9. Otimizacédo nas condicfes de extracdo DPX de melatonina e seus metabdlitos

em leite materno

O procedimento para extracdo DPX de melatonina e seus metabdlicos foi otimizada
de maneira univariada e multivariada, devido a variacdes quanto ao namero de niveis
avaliados. As otimizagdes univariadas foram realizadas empregando apenas a melatonina,
devido a baixa quantidade de padrao disponivel de AFMK e AMK, além do alto custo para
sua obtencdo, para a otimizacdo multivariada foi empregada a melatonina e seus
metabdlitos (AFMK e AMK) devido a baixa concentracdo avaliada (100 pg mL™) e por se

tratar da Gltima etapa da otimizacéo

4.9.1. Otimiza¢Ges univariadas

As otimizac¢des univariadas foram realizadas empregando 1 mL de leite materno
enriquecido a concentracdo de 10 ng mL* de melatonina e empregando acetonitrila como
solvente de dessorcéo.

Conforme reportado por diferentes autores, analises de matrizes complexas podem

exigir algum preparo prévio da amostra antes da etapa de extracdo, uma vez que a
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guantidade de interferentes presentes nessas matrizes pode influenciar negativamente na
resposta analitica, além de ocasionar possiveis danos ao sistema de extracdo como por
exemplo, entupimento da ponteira durante o processo de extracdo. (SOARES et al., 2018;
SUWANVECHO; KRCMOVA; SVEC, 2023)

Sendo assim, foi realizada uma otimiza¢do quanto a necessidade de realizacéo de
um preparo prévio do leite anterior ao processo de extracdo DPX, no qual foram avaliados
0S seguintes parametros: sem preparo prévio, diluido em agua (proporcdo 1:1),
centrifugado a 10000 rpm (10 min) e diluido 1:1 em metanol. Conforme pode ser observado
na Figura 24, nao foi possivel obter resposta para extragdo DPX sem o preparo prévio do
leite, devido ao entupimento da ponteira durante o processo de extragdo. Adicionalmente,
€ possivel notar valores de recuperacao relativa superiores para a diluicdo do leite em agua
1:1 e para a centrifugagdo a 10000 rpm (10 min), n&o havendo diferenca significativa entre
elas, apresentando valor de p maior que 0,05, sendo assim optou-se por diluir o leite com

agua por demandar menos tempo e utilizar um solvente néo toxico.

Figura 24. Gréfico de barras indicando os valores de recuperacao relativa para a otimizagao do preparo
prévio do leite para extragcdo DPX, para os parametros sem preparo prévio (spp), diluido em agua (proporgéo
1:1), centrifugado a 10000 rpm (10 min) e diluido 1:1 em metanol. Além, dos valores de p do teste ANOVA.
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Os MIPs sintetizados por polimerizacdo em massas, como 0s sintetizados nesse
estudo, necessitam passar por uma etapa de moagem e peneiramento apos a sua sintese,
para garantir maior homogeneidade desses materiais (MURDAYA et al., 2022).
Consequentemente, foi realizado um estudo para determinar a granulometria do MIP ideal
para a realizacdo da extracdo DPX, no qual foram avaliados os seguintes parametros:
diametro 0,3 mm, 0,15 mm, inferior a 0,15 mm e sem peneirar. De acordo com a Figura 25,
€ possivel observar que o MIP com granulometria inferior a 0,15 mm apresentou maior

recuperacao relativa o que o demonstra ser ideal para o processo de extragdo DPX.
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Entretanto, devido a baixa granulometria (inferior a 0,15 mm) desse material houve perda
de fase extratora durante o processo de extracdo, tornando inviavel a utilizacdo de MIPs
com granulometria inferior & 0,15 mm. Sendo assim, foi escolhido o MIP com granulometria
de 0,15 mm como sendo ideal para a extragdo DPX, uma vez que seus valores de

recuperacao relativa ndo diferem significativamente do inferior & 0,15 mm que apresentou
melhor resultado.

Figura 25. Grafico de barras das recuperacdes relativas para as extracdes DPX de melatonina em leite
materno utilizando diferentes granulometria de MIPs ( inferior a 0,15 mm (< 0,15 mm), 0,15 mm, 0,3 mm e
sem peneirar (SP)).
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Fonte: Proprio autor

Na extragdo DPX a etapa de condicionamento e de limpeza n&o é obrigatoria e ira
depender da fase extratora utilizada e da complexidade da amostra avaliada (PINTO;
QUEIROZ, 2015; SUWANVECHO; KRCMOVA; SVEC, 2023). Nesse sentido, a
necessidade de realizacdo das etapas de condicionamento e limpeza também foram
otimizadas. A Figura 26, apresenta os valores de recuperacao relativa para a extracdo DPX
de melatonina em leite materno quanto a realizacdo ou ndo das etapas de condicionamento
e limpeza. Observa-se na Figura 26a), que ndo ha diferenca significativa nas recuperacdes
relativas quanto a realizacdo ou ndo da etapa de condicionamento (valor p = 0,09), sendo
assim optou-se por ndo realizar essa etapa, diminuindo o tempo de extracdo e o volume de
solvente gasto. Note-se na Figura 26b), que também ndo houve diferenga significativa nas
recuperacdes relativas entre a realizac&o ou ndo da etapa de limpeza (valor p =0,51), nesse

caso optou-se pela realizagéo da etapa de limpeza devido a complexidade da amostra (leite
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materno), evitando a presenca de contaminantes na andlise por LC que possam vir a

diminuir a vida Gtil e causar possiveis danos a coluna cromatografica.

Figura 26. Grafico de barras dos valores de recuperacgéo relativa para extracdo DPX de melatonina em leite
materno. a) quanto a realizacdo ou ndo da etapa de condicionamento; b) quanto a realiza¢éo ou nédo da etapa
de limpeza.
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Fonte: Proprio autor

Os solventes utilizados para a eluigdo dos analitos foram otimizadas. A Figura 27,
apresenta o grafico de barras das recuperacdes relativas para a extracdo DPX de
melatonina em leite materno utilizando diferentes solventes (metanol, acetonitrila, etanol,
acetona, acetato de etila e cloroférmio) para eluicdo do analito, ao final do processo de
extracao os solventes foram evaporados e a amostra foi ressuspendida em 500 pL da fase
moével. Observe-se que os valores de recuperacdo relativa foram maiores quando
realizadas extragdes utilizando acetonitrila e etanol como solvente de eluigdo, ndo havendo
diferenca significativa entre eles, sendo assim optou-se por utilizar acetonitrila como
solvente de eluicdo, por estar presente na fase movel, além de ter menor custo (R$ 144,00
1L) (MERCK, 2024a) se comparado ao etanol (R$ 760,00 1 L) (MERCK, 2024b). Além
disso, o acetato de etila e o cloroformio (solventes apolares) ndo interagiram com a
melatonina ha ponto de conseguir elui-la, obtendo valores de recuperacéo relativa igual a
0. De acordo com a literatura, a melatonina ir4 eluir mais facilmente em solventes com
caracteristicas polares se comparado a solventes com caracteristicas apolares (DIL et al.,
2021; ESEN; OSMAN; DEMIR, 2021).

46



Figura 27. Gréfico de barras das recuperagdes relativas para a extragdo DPX de melatonina em leite materno
utilizando diferentes solventes de eluigdo, metanol, acetonitrila, etanol, acetona, acetato de etila e cloroférmio.
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4.9.2. Otimizagdo multivariada

A otimizagdo multivariada foi realizada utilizando um planejamento fatorial
fracionario 2>, que tem como caracteristica demandar menor quantidade de experimentos
se comparado ao planejamento fatorial completo (exemplo: 2°). Entretanto, nesse
planejamento ocorre perda de informacgfes quanto a algumas interacdes, para esse caso
h& perda nas interacdes de 3° grau (exemplo: interacdo entre tempo de equilibrio, volume
de solvente e pH da amostra).

No planejamento fatorial 2°, foi avaliada a area obtida no cromatograma para a
melatonina e seus metabdlitos (AFMK e AMK), conforme as variaveis apresentadas na
Tabela 3. Para identificar as varidveis que influenciaram de maneira significativa nas
respostas foi construido um gréfico de perfis de desejabilidade (que levara em consideracao
as respostas obtidas para todos os analitos avaliados), como pode ser observado na Figura
28. Nele é possivel observar que o niumero de ciclos de adsorcéo, o pH da amostra e o
tempo de equilibrio foram as varidveis que influenciaram de maneira significativa na
resposta, por apresentar maior variagdo na desejabilidade. No caso do volume de solvente
de dessor¢do e o numero de ciclos de dessor¢do ndo houve variacdo significativa para a
desejabilidade, sendo assim, o0s niveis avaliados para essas variaveis ndo interferiram de
maneira significativa nas &reas do cromatograma referente a melatonina e seus

metabdlitos, logo é ideal que o niumero de ciclos e do volume de solvente de dessorcao
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seja o menor dentro dos avaliados, no caso 2 ciclos de dessorcdo e 300 pL de solvente de

dessorcao, por diminuir o tempo de analise e o0 solvente gasto.

Figura 28. Grafico do perfil de desejabilidade para as variaveis ciclo de adsor¢éo, ciclo de dessorcéo, volume
de solvente, tempo de equilibrio e pH.
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Para construir uma superficie de resposta para as variaveis que interferiram de
maneira significativa na extracdo DPX da melatonina e os metabdlitos, foi realizado um
planejamento composto central (CCD, central composite design) com variavel 23, a +1,68 e
5 pontos centrais, para as variaveis ciclo de adsorcéo (7, 8, 9, 10, 11), tempo de equilibrio
(30, 40, 50, 60 e 70 s) e pH da amostra (3, 4, 5, 6, 7) , como pode ser observado na Figura
29.

A realizacado de vérios ciclos de adsorgéo ir4 contribuir para a adsor¢do da amostra
na fase extratora, aumentando a transferéncia de massa, sendo assim a realizagdo de
varios ciclos tendem a contribuir para uma melhor recuperacdo (TAN; LEE, 2021b). Como
pode ser observado na Figura 29, a melhor desejabilidade para a extracdo DPX da
melatonina e seus metabdlitos foi obtida quando realizados 11 ciclos de adsorcao, indo ao
encontro com o esperado para essa técnica de extracéo.

O tempo de equilibrio também contribuird para uma melhora na eficiéncia da
extracdo , uma vez que a extracdo por DPX é uma técnica que envolve o processo de

particdo, ou seja, leva em consideracao o equilibrio entre a fase extratora e as moléculas
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alvos, apesar de ser uma técnica que ndo demanda um tempo de equilibrio elevado devido
a mistura dindmica entre o sorvente e a amostra ou o solvente de dessor¢do, nhormalmente
€ necessario um pequeno intervalo de tempo para que esse equilibrio seja atingido
(OLIVEIRA; LANCAS, 2023). A Figura 29 mostra que o equilibrio foi obtido quando o tempo
de equilibrio foi de 30 s, sendo esse considerado ideal para a extracdo da melatonina,
AFMK e AMK.

A influéncia do pH da amostra, na resposta analitica ira depender da fase extratora
e dos analitos. Para o MIP com monémero funcional de 1-Vn (pKa = 6,07), a melhor
resposta foi obtida quando o pH da amostra estava em 7, como a interacao entre o 1-Vn e
a melatonina (pKa = 15,8) se d& por ligagdo de hidrogénio como demonstrado na secgdo
4.4., é recomendado que o monémero funcional e os analitos estejam em sua forma
molecular, logo, quando a extracdo foi realizada em pH &cido, houve uma diminuicdo na
resposta analitica para a melatonina e seus metabdlitos.

Figura 29. Gréfico de superficie do planejamento CCD, em que foi avaliado o nimero de ciclos de adsor¢éo,
tempo de equilibrio (s) e o pH da amostra, para extracdo DPX de melatonina e seus metabdlitos
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Consequentemente, a melhor condicdo para a extragdo DPX-MIP para a melatonina
e 0s metabdlitos em leite materno, sera aquela realizada com a amostra diluida em agua,
com pH ajustado para 7, utilizando 11 ciclos de adsorc¢ao, realizando a etapa de limpeza
com 2 ciclos de agua, e utilizando 2 ciclos de dessor¢cdo com 300 uL de acetonitrila, como

pode ser observado na figura 30.

Figura 30. Esquema representando o processo de extragcdo DPX-MIP para a melatonina e seus metabdlitos,

apos as otimizaces.
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4.10. Parametros analiticos

Como descrito na sec¢ao 3.10, ao método ja otimizado foi adicionado o padrao
interno (melatonina-d4), para corrigir variagbes que possam vir a interferir no método
analitico. Para definir se a metodologia de analise DPX-MIP/LC-MS é eficiente para a
determinag&o da melatonina e seus metabdlitos em leite materno, foram avaliadas algumas
figuras mérito, como a linearidade, efeito matriz, exatidéo, precisao, limite de deteccao e
guantificacdo. Todas a figuras de méritos avaliadas seguiram a RDC n° 166, de 24 de julho
de 2017 (BRASIL, 2017), estabelecida pela ANVISA.

Para avaliar a linearidade do método dentro da faixa de trabalho escolhida de 10 a
100 pg mL* para a melatonina e de 15 a 100 pg mL™* para o AFMK e o AMK, no qual foram
avaliadas as seguintes concentragdes em leite materno 10, 15, 20, 40, 60, 80 e 100 pg mL"
1 com a concentracgéo do PI fixa em 100 pg mL?, cada ponto foi analisado em quintuplicada.
A Figura 31, apresenta a curva analitica obtida para a melatonina e seus metabdlitos (AFMK
e AMK). Como pode ser observado, ambas curvas apresentaram coeficiente de
determinacgéo superior a 0,99 e coeficiente angular diferente de 0, estando de acordo com

as exigéncias da ANVISA.
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Figura 31. Curva analitica para a) melatonina, b) AFMK e c) AMK.

Fonte: Préprio autor

Para avaliar o efeito matriz foi construida uma curva empregando apenas 0S
padrbes de melatonina e os metabdlitos, a qual foi comparada com uma curva obtida
através da extracdo DPX-MIP de leite materno enriquecido com melatonina e seus
metabdlitos. A faixa de trabalho avaliada foi a mesma da empregada no teste de linearidade
para a melatonina, AFMK e AMK, com cada um dos pontos sendo avaliados em
quintuplicada. A comparagéo entre essas curvas esta representada na Figura 32. Note que
a curva referente a melatonina em solvente e em leite (Figura 32a) s&o paralelas indicando
gue nao ha efeito matriz. Para comprovar essa afirmativa foi realizado um test-t com
intervalo de confianca de 95 % para as inclinacdes, no qual foi obtido um valor p de 0,794
indicando que nado hé diferenca significativa entre elas, logo ndo ha efeito matriz. Para as
curvas referentes ao AFMK (Figura 32b), é possivel perceber que elas se cruzam indicando
gue pode haver a influéncia da matriz na resposta analitica. Para comprovar essa afirmativa
novamente foi realizado um test-t com intervalo de confianca de 95%, no qual foi obtido um
valor p de 0,056, como o valor p é superior a 0,050, é possivel afirmar que a matriz ndo ira
influenciar de maneira significativa na resposta. J4 as curvas referentes ao AMK (Figura 32

c) sdo paralelas, o que € um indicio de que ndo ha efeito matriz, com a realizacao do test-t
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com intervalo de confianga de 95%, obteve-se um valor p de 0,166, indicando que nao ha

efeito matriz.

Figura 32. Curvas para avaliagdo do efeito matriz para a) melatonina, b) AFMK e c) AMK
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A precisdo e a exatiddo do método foram avaliadas utilizado leite materno
enriquecido na concentracdo de 10, 50 e 100 pg mL™* para a melatonina e de 15, 50 e 100
pg mL*! para o AFMK e AMK. A exatiddo do método serd medida com base na recuperagdo
(REC) conforme a equacéo 6. A precisdo do método sera avaliada através da andlise das
concentracdes nos niveis baixos, médio e alto, em trés dias distintos, sendo representada
pelo desvio padréao relativo (DPR) conforme a equacéo 7. A Tabela 10, apresenta os valores
de recuperacdo (REC) e desvio padrdo relativo (DPR), para a melatonina e seus
metabdlitos, paras os niveis baixos, médio e alto, para as andlises realizadas em 3 dias
distintos. Nela é possivel observar que a REC e o DPR da melatonina variaram de 87,0 a
109,1 % e de 6,5 a 13,0 %, respectivamente. A REC e o DPR para o AFMK variaram de
89,8 a 101,5% e de 2,9 a 13,2 %, respectivamente, ja os valores de REC e DPR para o
AMK variou de 92,5 a 111,2 % e de 2,8 a 14,0 %, respectivamente. Os valores de REC e
DPR, encontrados para a melatonina e seus metabdlitos (AFMK e AMK) estdo dentro dos
estabelecidos pela RDC n° 166, de 24 de julho de 2017, que estabelece que a REC do
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método pode variar de 80 a 120% e deve apresentar DPR de no méximo 15%,
demonstrando que o método proposto para a determinacdo da melatonina e seus

metabdlitos apresenta precisdo e exatidao adequados.

Tabela 10. Valores de recuperacéo (REC) (%), desvio padréo relativo (DPR) (%), para as andlises realizadas
em niveis baixo (10 pg mLY), médio (50 pg mL™?) e alto (100 pg mL?) em 3 dias distintos, além dos valores de
limite de quantificacéo (LOQ) e de deteccao (LOD), para a melatonina, o AFMK e o AMK.

Analise Analise
Analito Conc. intradias interdias LQ (pg LD (pg
(pg.mL1) REC DPR REC DPR mL1) mL-1)
(%) (%) (%) (%)
10 109,0 6,6 93,7 10,8
Melatonina 50 107,8 9,8 100,6 6,5 10 3,8
100 87,0 13,0 95,0 6,1
15 95,3 9,9 95,6 13,7
AFMK 50 89,8 6,5 101,5 3,6 15 0,5
100 90,1 6,0 97,8 2,9
15 111,2 13,2 91,7 7,8
AMK 50 92,5 2,8 92,8 14,0 15 2,6
100 95,2 5,0 95,4 3,2

Fonte: Proprio autor

Como descrito na secdo 3.10, os valores de limite de deteccdo (LD) e de
quantificacdo (LQ), foram determinados com base na curva analitica, conforme
apresentado pela equacéo 8 e 9, respectivamente. A Tabela 10, apresenta os limites de
deteccdo para a melatonina e seus metabélitos (AFMK e AMK) de 3,8, 0,5 e 2,6 pg mL?,
respectivamente. Ja o limite de quantificagdo calculado para a melatonina foi de 11,4 pg
mL?, e seus metabdlitos AFMK e AMK apresentaram limites de 1,5 e 7,9 pg mL™.
Entretanto, definiu-se como limite de quantificagédo o valor minimo de concentragdo em que
0s analitos apresentam precisdo, exatidao e relacdo sinal/ruido superior a 10, sendo assim
foi definido que o LQ para a melatonina é 10 pg mL* e para os metabdlitos AFMK e AMK é
15 pg mL™

Sendo assim, o método DPX-MIP/LC-MS para determinacdo de melatonina e seus
metabdlitos em leite materno, se coloca como uma alternativa interessante para essas
andlises, apresentando valores de linearidade, preciséo e exatiddo dentro do exigido, com

uma faixa de trabalho que permite a detec¢do desse analitos em leite materno. Além disso,
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a metodologia de extracdo aqui aplicada, demanda pouco volume de amostra (1 mL), baixo
tempo de extracdo (7 min) e apresenta baixo consumo de solvente orgéanico (300 uL). Para
avaliar a eficiéncia desse método frente a outros reportados na literatura para determinacao

da melatonina e seus metabdlitos, foi construida a Tabela 11.

Tabela 11.Comparacao entre diferentes metodologias para determinagédo de melatonina (Mel.) e metabadlitos.

Tempo
) ) Preparo da de Rec. LQ (ng .
Analito Matriz ) Referéncia
amostra analise (%) mL1)
(min)
Planta, o1
Mel. urina e DSPE-MIP 50 105 0,156 (DIL et al., 2021)
plasma
90,7 — (ESEN; OSMAN;
Mel. planta SPE-MIP 244 79
103 DEMIR, 2021)
_ 90 - (KARUNANITHI et
Mel. Leite SPE 40 0,01
94,58 al., 2014)
Mel. Leite  Precipitagdo 45 101,7 0,001 (JIN et al., 2021)
Mel.; )
Fluido 80 — (COELHO et al.,
AFMK; LLE 27 0,01
folicular 108 2013)
AMK
Agua e 94 — (MAGLIOCCO et al.,
Mel. _ SPE 142 0,008
urina 104,6 2021)
90 — (LOVRIC et al.,
Mel. Soro LLE 38 0,026
110 2024)
Mel.;
. 87-
AFMK; Leite DPX-MIP 13 0,01 Este trabalho
109,1
AMK

SPE: Solid Phase Extraction; DSPE: Dispersive Solid Phase Extraction; LLE: Liquid — Liquid Extraction
Fonte; Proprio autor
A Tabela 11, apresenta diferentes metodologias desenvolvidas para determinacao
de melatonina em diferentes matrizes. Como pode ser observado os valores de
recuperacao e de limite de detecgdo, séo similares ao encontrado pelo autor, indicando a
aplicabilidade da metodologia DPX-MIP/LC-MS para a analise da melatonina e seus

metabdlitos. Além disso, a metodologia empregando DPX-MIP apresentou menor tempo de
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andlise se comparada as demais metodologias apresentadas na Tabela 11, tendo alta
frequéncia analitica, o0 que garante alta aplicabilidade dessa metodologia para

determinacdo da melatonina e metabdlitos em analises de rotinas.

4.11. Métrica Verde

A técnica DPX-MIP/LC-MS se mostra eficiente para a determinacao de melatonina
e seus metabdlitos em leite materno. Entretanto, é necessario demonstrar que o método
aqui proposto € menos agressivos ao ambiente se comprado com os tradicionalmente
utilizado, nesse sentido é necessario a utilizagéo de ferramentas para determinar o impacto
dessa técnica no meio ambiente. Dentre as diferentes ferramentas existentes pode-se
destacar a AGREEprep (WOJNOWSKI et al., 2022) focada para medir o impacto ambiental
das técnicas de preparo de amostras como a DPX.

O AGREEprep € um software utilizado para determinar o quéo verde é a técnica de
preparo de amostra utilizada em um método. Para realizar essa medig&o ela utiliza algumas
métricas que leva em consideracdo: 1 Onde é realizado o preparo da amostra e a analise;
2 o volume de reagentes toxicos; 3 a possibilidade de reutilizagdo; 4 o volume de residuo
gerado; 5 a quantidade de amostra necessario; 6 o tempo para realizacdo do preparo da
amostra; 7 o nimero de etapas envolvidas na etapa de preparo de amostra e se ela é
automatizada; 8 o consumo energético da analise; 9 o instrumento utilizado para a analise;
10; o nimero distintos de perigo de natureza quimica. Com base nessas métricas é definida
uma pontuacdo de 0 a 1, em que quanto mais proximo de 1 mais verde é a técnica de
preparo de amostra empregada. (WOJNOWSKI et al., 2022)

Nesse sentido o AGREEprep foi aplicado para determinar se a utilizacdo do DPX-
MIP para determinacdo da melatonina e seus metabdlitos reportada nessa tese é mais
sustentavel se comparado a uma técnica de preparo de amostras mais convencional como
a SPE. Para tanto, foi utilizado o trabalho de Karunanithi e colaboradores (KARUNANITHI
et al., 2014) em que os autores realizaram um estudo para determinar melatonina em leite
bovino e humano, para isso eles utilizaram 1 mL de leite o qual foi extraido por SPE
utilizando 15 mL de diclometano como solvente de elui¢ao, esse solvente é evaporado e a
solugdo ressuspendidos em metanol, a andlise foi realizada em um LC-MS com vazao de
0,3 mL min’t, com agua e metanol como fase mével, o tempo total da andlise considerando
a etapa de preparo de amostra € de 40 min. A Figura 33, apresenta um comparativo entre
a metodologia DPX-MIP/LC-MS apresentada nesta tese com a SPE/LC-MS do estudo de

Karunanithi e colaboradores. Como pode ser observado a metodologia DPX-MIP/LC-MS

55



apresentou uma pontuacao de 0,43 enquanto a proposta por Karunanithi teve uma de 0,19,
sendo assim, a técnica DPX-MIP é considerada mais verde por apresentar pontuacao mais
préxima de 1. Consequentemente, a utilizacdo da DPX-MIP/LC-MS se mostra uma escolha
viavel para determinac¢éo de melatonina e seus metabdlitos, tendo menor impacto ambiental

se comparada a uma andlise tradicional de SPE.

Figura 33. Comparacao entre as metodologias de extracé@o para determinacéo da melatonina e metabdlitos
em leite materno utilizando o AGREEprep, a) DPX-MIP do autor e b) SPE de Karunanithi e colaboradores

Fonte: Proprio autor

4.12. Andlise das amostras de leite materno

Para comprovar a eficiéncia do método DPX-MIP/LC-MS foi realizada a andlise de
62 amostras de leite materno de pacientes de maternidades publicas da cidade de Goiania,
Goias. As amostras de leite se encontravam congeladas e protegidas da luz, sendo assim
elas foram descongeladas a temperatura ambiente sem que houvesse contato com a luz,
o que pode influenciar na concentracao da melatonina e seus metabdlitos, uma vez que a
melatonina € um composto fotossensivel. Para demonstrar de maneira mais clara as
variacdes entre as concentragdes de melatonina e metabdlitos nas amostras foi construido
um grafico do tipo boxplot, conforme apresentado na Figura 34. Assim, é possivel observar
gue a maioria das amostras avaliadas apresentaram concentracédo entre 38 e 82 pg mL?
para a melatonina. A concentragdo para a maioria das amostras de AFMK estava entre 16
e 32 pg mL?, além disso é possivel identificar a presenca de 3 amostras consideradas

outliers. J& a concentracdo de AMK para a maioria dessas amostras se encontrava entre 7
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e 16 pg mL?, entretanto esses valores estdo abaixo do LOQ do método (15 pg mL?), sendo
assim sé é possivel afirmar que o0 AMK esta presente nas amostras avaliadas ndo sendo
possivel quantifica-lo.

De acordo com Oliveira e colaboradores (OLIVEIRA et al., 2024), a concentracao
de melatonina no leite materno maduro pode variar de 3,2 a 78 pg mL:. Molad e
colaboradores (MOLAD et al., 2019), indica que a concentracao da melatonina no leite pode
variar de 5 pg mL* a 86 pg mL™. Valores esses que corroboram com o encontrado por este
estudo, no qual a maioria das amostras avaliadas apresentaram concentracao de
melatonina entre 38 e 82 pg mL™. No entanto, até o presente momento néo foi encontrado

estudos que determinam a concentragdo de AFMK e AMK no leite materno.

Figura 34. Gréfico boxplot, para as concentragcdes de melatonina e seus metabdlitos nas amostras de leite
materno.
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Fonte: Proprio autor

As amostras avaliadas neste estudo também foram analisadas por ELISA para
determinagéo da melatonina, conforme reportado por Oliveira (OLIVEIRA, 2024). A Figura
35 apresenta um gréfico boxplot comparando os resultados obtidos pelo ELISA em relagéo
ao reportado nesta tese, para a concentracdo da melatonina. Como pode ser observado, a
maioria das amostras avaliadas pelo ELISA apresentam concentracdo de melatonina entre
2,3 e 11,5 pg mL* com 6 amostras outliers, enquanto na andlise utilizando a técnica DPX-
MIP/LC-MS a maioria das amostras avaliadas apresentaram concentracao de melatonina

entre 38 e 82 pg mL%, sem amostras outliers. A diferenca entre os valores obtidos entre o
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ELISA e a DPX-MIP/LC-MS, se deve muito as caracteristicas do ELISA aplicado nesta
andlise, onde a melatonina biotinilada (peso molecular 476 g mol?) é utlizada como
marcador para a melatonina (peso molecular 232 g mol?) o que impacta na cinética da
ligacdo e na especificidade do método, devido a diferenca de peso molecular entre o
marcador e a molécula de interesse (KENNAWAY, 2019). Além disso, o Kit € de analise
direta para amostras de saliva, entretanto esse Kit foi utilizado na analise de leite materno,
uma matriz que apresenta uma maior quantidade de compostos enddégenos se comparado
a saliva, o que ir4 influenciar diretamente na leitura obtida, entretanto é necessario ressaltar
que nao ha nenhum Kit de ELISA que seja especifico para a determinacdo de melatonina
em leite. Adicionalmente, ha relatos na literatura que indicam que a concentragdo da
melatonina em uma mesma matriz pode variar mais de 3 ordens de grandeza a depender
do Kit utilizado, indicando que ha uma grande variacdo a depender do fabricante
(KENNAWAY, 2019, 2020). Sendo assim, a utilizagdo da técnica DPX-MIP/LC-MS se
mostra uma alternativa viavel para a determinacdo da melatonina, além de permitir a
deteccdo dos demais metabdlitos (AFMK e AMK) em uma mesma analise, o que ndo é
possivel pelo ELISA.

Figura 35. Gréfico boxplot, comparando a concentracdo de melatonina para as andlises realizadas por ELISA
e a por DPX-MIP/LC-MS (do autor).
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5. CONCLUSAO

Neste capitulo pode-se concluir, que a metodologia empregando DPX-MIP/LC-MS

é eficiente para a extracdo e determinacdo da melatonina e seus metabdlitos em leite
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materno, se mostrando uma alternativa viavel frente a outras técnicas reportadas na
literatura. Os MIPs sintetizados no desenvolvimento dessa metodologia ndo apresentaram
diferencas claras quando avaliados por MEV, entretanto, quando analisados por FTIR,
termogravimetria e adsorcdo e dessor¢cdo de nitrogénio € possivel observar variacbes
nessas analises de acordo com o monémero funcional empregado. A analise computacional
indicou que o MIP com HEMA é aguele com maior interacdo com a melatonina, contudo,
ao avaliar os MIPs frente a extracdo DPX da melatonina e seus metabdlitos o polimero com
menor interacdo com a melatonina 1-Vn apresentou maior facilidade para a remocédo do
template, sendo escolhido como o MIP ideal para a extracdo DPX da melatonina, AFMK e
AMK. O estudo topoldgico indicou que o MIP de 1-Vn ira interagir com a melatonina através
de ligacdes de hidrogénio com caracteristica fraca e moderada. Estudos comparativos entre
o MIP e NIP indicaram que o MIP sintetizado € seletivo para a extragdo da melatonina e
seus metabdlitos. As otimizacdes univariavel e multivariada para o DPX-MIP indicou que a
maior eficiéncia de extracdo DPX-MIP é aquela realizada com amostra diluida em agua
(1:1), com pH ajustado para 7, utilizando 11 ciclos de adsorcéo, realizando a etapa de
limpeza com 2 ciclos de agua e utilizando 2 ciclos de dessor¢cdo com 300 uL de acetonitrila.
Os parametros analiticos avaliados para a metodologia DPX-MIP/LC-MS, demonstraram
gue ela apresenta resposta linear com coeficiente de determinacéo acima de 0,99, a matriz
nao ir4 interferir na resposta analitica e que o método apresenta recuperacdo e desvio
relativo dentro dos estabelecidos da ANVISA. A comparagéo entre o método DPX-MIP/LC-
MS frente a outros reportados na literatura, demonstrou sua alta aplicabilidade,
apresentando tempo de analise mais curto e valores de recuperacdo e LOQ proximos ao
de outros trabalhos reportados. Além disso, a técnica DPX-MIP/LC-MS é considerada mais
verde se comparada as outras andlises utilizando uma extragédo convencional como a SPE,
conforme valores métricos sugeridos pelo AGREEprep. A analise das amostras das
pacientes dos hospitais da regido metropolitana de Goiénia, permitiu determinar e identificar
a presenca da melatonina e seus metabdlitos nessas amostras, com a concentragdo de
melatonina estando dentro da faixa esperada. A comparagdo entre os resultados obtidos
para a determinacédo da melatonina por ELISA e pela DPX-MIP/LC-MS apresentou valores
discrepantes, mas que podem ser explicados, pela falta de um preparo de amostra mais
elaborado e pelo marcador utilizado no ELISA, além de néo existir um kit ELISA especifico

para determinacéo de melatonina em leite.
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CAPITULO 2: Avaliacéo do perfil metabdlico de
cultivares de alface por PSI-MS e aplicacao para
diferenciacéo segundo o tipo de cultivo e espécie
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1. INTRODUCAO

A espectrometria de massas (MS, mass spectrometry) € uma técnica de ampla
aplicacdo capaz de detectar, determinar e caracterizar atomos e moléculas de composicao
e tamanho distintos, com alta sensibilidade e seletividade (ALBERICI et al., 2010). De
maneira geral, a andlise por espectrometria de massa (MS) envolve a geracdo ou
transferéncia de ions em uma fonte de ionizacdo, seguida pela separacdo dos ions de
acordo com suas diferentes razdes massa/carga (m/z) em um analisador de massas,
seguido pela deteccédo dos ions.

Na espectrometria de massas, a ioniza¢do dos compostos em estudo é obrigatdria,
sendo assim a fonte de ionizagdo tem papel fundamental na sua aplicagéo (SHI et al., 2022).
As primeiras fontes de ionizagao desenvolvidas necessitavam que as moléculas estivessem
em sua forma gasosa e operavam em alto vacuo, o que limitava seu uso a moléculas com
baixo peso molecular, volateis e termicamente estaveis (SHELLEY et al., 2018). Desde
entdo, diferentes fontes foram desenvolvidas, como os casos das fontes de ionizagdo em
pressao atmosférica tais como, a ionizacdo por eletrospray (ESI, electrospray lonization) e
as fontes de ionizagéo ambiente (AIMS, ambient ionization mass spectrometry) (ALLOCHIO
FILHO et al., 2023).

O ESI é uma fonte a pressdo atmosférica, essa fonte foi responsavel por
revolucionar a area da espectrometria de massas, permitindo a analise de compostos em
solucdo, com caracteristicas polar e de massa até 200.000 Da. No ESI a amostra em
solucéo € inserida em um capilar, com uma alta voltagem aplicada em sua ponta, formando
assim um spray em formato cbnico conhecido como cone de Taylor, quando o limite de
Rayleigh é atingido, a solucéo é pulverizada para formar goticulas finas com analitos na
solucdo ionizada. Nessa técnica de ionizagdo normalmente sdo analisadas compostos
protonados ou desprotonados, (M+H)* ou (M-H). Entretanto, outros ions podem ser
formados a depender dos contra-ions presentes na solugcédo e da voltagem aplicada no
capilar, sendo que no modo positivo de ionizacdo sera realizada a leitura dos ions com
carga positiva e no negativo os com carga negativa. Por permitir a ionizacdo de compostos
presentes em solucédo, essa fonte de ionizacdo é extremamente popular para acoplamentos
envolvendo LC-MS. (HU; YAO, 2022; MORAES; LAGO, 2003; TYCOVA et al., 2021)

As AIMS foram introduzidas inicialmente no ano de 2004, gracas ao trabalho de
Coocks e colaboradores (TAKATS et al., 2004) no desenvolvimento da fonte de ionizacéo
por eletrospray de dessorcdo (DESI, desorption electrospray ionization). Desde entéo,

diferentes fontes de AIMS véem sendo desenvolvidas, uma vez que elas sdo caracterizadas
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por permitir a andlise direta das amostras em condig6es ambientais com pouco ou nenhum
pré-tratamento (LI et al.,, 2023). Dentre as mais de 80 fontes de ionizacdo ambiente
desenvolvidas, o paper-spray ionization (PSI) esta entre as mais utilizadas por ser
considerado uma técnica simples, de baixo custo e com alta versatilidade (BORONAT ENA;
COWAN; ABBATE, 2023).

1.1. Paper-spray ionization (PSI)

O PSiI foi introduzido pelo grupo Cooks e Ouyang, no ano de 2010 (WANG et al.,
2010) e desde entdo vem sendo aplicado em diversas areas (RANKIN-TURNER; HEANEY,
2021). Na andlise de PSI, a amostra deve ser depositada em um substrato, geralmente é
um papel em formato triangular, conectado a uma fonte de alta tenséo e posicionado na
entrada do espectrometro de massas. Um solvente de dessorgdo é gotejado sobre esse
papel e aplicada uma alta tenséo, goticulas carregadas sao formadas e através de uma
diferenca de potencial s&o encaminhas para o interior do espectrdmetro de massa, como
pode ser observado na Figura 36. (CHAVES et al., 2022)

Figura 36. Representagdo esquematica da técnica de PSI-MS operando em modo positivo ou negativo,
gerando fons [M+H]* ou [M-H-.
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Como ja mencionado anteriormente, na espectrometria de massas a formacgéo dos
ions é de extrema importancia. Nesse sentido, a geracao do spray para o PSI-MS se da
pelo alto potencial aplicado no papel, gerando um elevado niamero de cargas em sua
superficie, gracas ao campo elétrico formado entre a entrada do espectrdbmetro de massas
e o papel. Consequentemente, as forcas de Coulomb auxiliam na quebra das interacdes
entre o analito e as fibras do papel umido, formando goticulas carregadas que serdo
dessolvatadas, resultando em ions que serdo conduzidos para o interior do espectrdmetro
de massas. (ALLOCHIO FILHO et al., 2023)

Normalmente em uma analise de PSI-MS é empregado um potencial de 3 a 5KV,
sendo possivel analisar amostras sélidas ou liquidas utilizando de 10a 20 uLoude 1 a 10
mg da amostra, o papel utilizado nessa técnica deve estar localizado entre 3 e 5 mm da
entrada do espectrdbmetro de massas e 0 solvente de dessorcdo empregado deve ser
adequado para a extracado dos analitos da superficie do papel e para a formacgéo do spray,
sendo aplicado de 10 a 20 pL. Adicionalmente, em uma analise de PSI ndo é necessario o
uso do gas de secagem como ocorre para as fontes de ionizacdo a pressao ambiente.
(CHEN et al., 2017).

Os papeis empregado na técnica de PSI-MS, deve apresentar caracteristicas
triangulares, com o angulo em suas extremidades podendo variar de 30 a 45°. O papel mais
utilizado nas analises por PSI-MS é o papel cromatografico, devido as suas propriedades
guimicas e fisicas mais favoraveis, além de gerar sinais com maior relagdo sinal ruido
(KLAMPFL; HIMMELSBACH, 2015). Entretanto, outros papeis podem vir a ser empregados
nessas analises a depender do analito (FREY; HEISS; BADU-TAWIAH, 2022). Além disso,
é possivel realizar modificagfes na superficie do papel o que ird permitir a andlise de uma
variedade de compostos (HUANG et al., 2021; RAMALHO et al., 2022).

A versatilidade, o baixo consumo de solvente e amostra, ligado a alta sensibilidade
e ha nado obrigatoriedade da realizacdo da etapa de preparo de amostras, fez com que
diversos estudos sejam realizados empregando essa técnica de ionizagéo (FEDICK et al.,
2020; FREITAS et al., 2022; LIMA et al., 2023; WANG et al., 2020). Entretanto, ainda ha
um numero limitado de estudos envolvendo a utilizacdo do PSI-MS aplicado a estudos

metabolémicos, como pode ser observado na Figura 37.
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Figura 37. Gréfico de pizza, representando o nimero de publicagdes referentes a estudos envolvendo
metabolémica, metabolomica e PSI, e PSI.
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Fonte: Scopus (pesquisa realizada no de 08 de agosto de 2024, com as palavras-chave: metabolomics;
metabolomics and paper spray ionization; e paper spray ionization)

1.2. Metabol6mica e alface

A metabolbmica é uma ciéncia multidisciplinar responsavel por estudar os
metabdlitos organicos de baixo peso molecular de ocorréncia natural dentro de um
organismo (BUNDY; DAVEY; VIANT, 2009; WINDER et al., 2022). Abordagens
metabolbmicas sdo comumente aplicadas para avaliar o perfil quimico de uma parte ou o
todo de um ser vivo, demonstrando a influéncia de fatores internos e externos no
metabolismo do organismo (WU et al., 2022).

Por se tratar de uma ciéncia multidisciplinar, a metabolémica esta envolvida em
estudos voltados para a saude e doencas humanas (ALVES et al., 2021), para a nutricdo
(KUMAR et al., 2024), a ciéncia ambiental (YU et al., 2024), a biologia sintética (YU et al.,
2024) e a ciéncia vegetal e agricola (LIMA et al., 2023; WANG et al., 2024). Quando voltada
para andlises alimentares, estudos metaboldmicos sao capazes de compreender como
fatores genéticos, ambientais e de manejo influenciam em sua producédo e na sintese de
muitos metabdlitos, além de proporcionar informacfes quanto ao conteddo nutricional,
sabor, cor, aromas e caracteristicas especificas da planta (LIU et al., 2022).

Nesse sentido, ha relatos de estudos voltados para diferentes tipos de alimentos
como tomate (TANG et al., 2020), kobucha (YANG et al., 2022), alho (Ml et al., 2021), arroz
(VO et al., 2021), feijio (HERNANDEZ-GUERRERO et al., 2021), dentre outros. Uma outra
matriz alimentar ja explorada é a alface (Lactuca sativa L.), uma vez que ela é uma das
hortaligas mais consumidas e cultivadas no mundo (MEDINA-LOZANO; BERTOLIN; DIAZ,
2021). Apesar do seu baixo valor nutricional uma vez que 95% da sua composicao é agua,

ela é considerada uma das que mais contribui para o valor nutricional total da dieta, devido
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ao seu alto consumo (OTIFY et al.,, 2023). Além disso, a alface apresenta em sua
composicdo fitoquimicos antioxidantes como vitamina C, tocoferéis, carotenoides e
polifendis, que tém a capacidade de diminuir a formacdo de espécies reativas de oxigénio
e, assim, reduzir os danos aos componentes celulares (ZHOU et al., 2021).

Ha diferentes variedades de alface disponiveis, com variagdes em sua cor, forma e
tamanho, com diferencas nutricionais e metabolémicas entre elas (YANG et al., 2018).
Sendo que as variedades Americana, Crespa e Mimosa sdo amplamente documentadas
como fonte rica em polifendis e compostos antioxidante. Adicionalmente, também ocorre
variac6es quanto ao seu cultivo o que afeta a disponibilidade de nutrientes para a planta.
Dentre os tipos de cultivo os mais populares estdo: em solo e o hidrop6nico (WANG et al.,
2023).

O cultivo realizado em solo é a mais tradicional, entretanto o acesso da planta aos
nutrientes é dificultado, dependendo da atividade microbiana e da mineralizacao desses
nutrientes. No sistema hidroponico o crescimento e o desenvolvimento da planta ocorrem
em um ambiente controlado, regulando diferentes fatores como o meio de cultivo, a duragéo
da luz e a nutricdo das plantas. A diferencga proporcionada entre esses dois tipos de cultivo,
pode gerar diferentes respostas no desenvolvimento e na qualidade nutricional dessas
hortalicas. (HAMEED et al., 2022; TAMURA et al., 2018)

Sendo assim, a analise do perfil quimico das variedades de alface em conjunto com
influéncia do sistema cultivo pode produzir informagdes essenciais para distingdo entre
amostras de alface, potencialmente vinculando essas diferencas ao valor nutricional da
hortalica (COLLADO-GONZALEZ et al., 2022; MEDINA-LOZANO; BERTOLIN; DIAZ,
2021).

Para realizacao dessas analises diferentes técnicas analiticas podem ser aplicadas,
mas a LC-MS estd entre mais utilizada, por permitir a separagdo e a identificacdo de
diferentes compostos com exatiddo e precisdo, além de apresentar alta sensibilidade
(KASPY et al., 2022). Apesar das vantagens relacionadas ao uso do LC-MS para a
metabolémica, ele também apresenta algumas desvantagens relacionadas ao alto tempo
de analise, consumo excessivo de solvente e ao alto custo da coluna cromatografica
(MACIEL et al., 2021). Uma alternativa a LC-MS para esses estudos, inclui a injecao direta
da amostra no espectrémetro de massa, aplicando diferentes técnicas de ionizacdo como
o0 ESl e o PSI.

Embora o ESI seja normalmente utilizado como uma fonte em acoplamentos com

o LC, ele também pode funcionar de forma independente. No entanto, essa técnica de
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ionizagdo pode ser propensa a problemas potenciais relacionados a supresséo de ions
causada por outros eletrolitos na amostra, o que pode afetar a intensidade do sinal do
analito e potencialmente influenciar a identificagdo do composto, além disso é necessario
que haja um preparo rigoroso da amostra para prevenir possiveis entupimento na fonte de
ionizacdo (STEWART, 1999; TYCOVA et al., 2021).

Consequentemente, o PSI-MS se apresenta como uma ferramenta viavel para o
estudo metabolémico de alface. Entretanto, devido a quantidade de informacdes fornecidos
por essa andlise é invidvel o tratamento manual desses dados. Sendo necessaria a
realizacao de abordagens quimiométricas que fornecem ferramentas para o processamento
de dados de maneira mais precisa, como normalizagdo e dimensionamento, que atenuam
variagdes sistematicas e aumentam a comparabilidade da amostra, possibilitando a
separacdo e classificagdo de amostras com base em seus perfis metabolémicos
(KALOGIOURI et al., 2024; QIN et al., 2024). Dentre as diferentes ferramentas
quimiométricas que pode ser aplicada no tratamento desses dados, pode-se destacar o
método de analise dos fatores paralelos (PARAFC, parallel factor analysis), a analise de
componentes principais (PCA, principal component analysis), a andlise discriminante por
quadrados minimos parciais (PLS-DA, partial least squares discriminant analysis) e a
selecao dos preditores ordenados para analise de discriminagdo (OPSDA, ordered predictor

selection for discrimination analysis).

1.3. Métodos quimiométricos

O PARAFAC é um método de analise usado no tratamento de dados de ordem
superior, ou seja, os dados gerados respondem em mais de 2 vetores, um exemplo de dado
de ordem superior sdo os dados gerados por LC-MS em que a resposta gerada vai
depender da amostra, do tempo, e da razdo massa/carga (m/z). Nesse método esses
vetores devem obrigatoriamente apresentar comportamento trilinear, podendo ser
organizados em um arranjo tridimensional. Esse método normalmente € aplicado para
decomposicdo de dados em componentes independentes e é particularmente eficaz para
analisar conjuntos de dados com estrutura tridimensional, como 0s gerados em analises
metabolébmicas. (RUBIO; SARABIA; ORTIZ, 2015; SENA; TREVISAN; POPPI, 2005).

A PCA é o método de andlise multivariada mais comum e utilizado no mundo, ela
possibilita a reducéo do numero de variaveis de um conjunto, transformando-o em um novo

conjunto de varidveis denominados de componentes principais. Os componentes principais
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formados s&o independentes entre si e ndo se correlacionam, normalmente as informagodes
relevantes dos dados estardo contidas nas duas primeiras componentes principais,
denominas PC1 e PC2.(FERREIRA, 2022; SABIN; FERRAO; FURTADO, 2004)

A PLS-DA é um método de analise supervisionado de reducéo de dimensionalidade,
muito utilizada no tratamento de dados envolvendo metabolémica. Esse método possibilita
a reducédo de dimensionalidade, podendo ser adaptado para selecdo de caracteristica e
para classificacdo. Na PLS-DA os conjuntos de variaveis obtidas apds o seu tratamento,
sdo denominados de variavel latente (LV, latent variable). A variavel latente mostrara a
covariancia entre o seu eixo x e 0 y. Adicionalmente, a PLS-DA permite a analise onde o
namero de caracteristicas € muito maior que o de amostras disponiveis, permitindo
adicionar pesos que possibilitam a melhor orientacdo da selecdo de caracteristicas e do
ajuste do modelo. (RUIZ-PEREZ et al., 2020)

A OPSDA é um método para selecao de variaveis para um método de classificacéao,
possibilitando sua integracdo com outros métodos como o PLS-DA. Esse método ira colher
informac0®es para determinar quais as melhores variaveis para constru¢cdo de um modelo.
Essas variaveis séo classificadas em ordem decrescente, permitindo assim identificar o
peso dessas variaveis no modelo de classificacdo, o que contribui significativamente para
a interpretacdo de dados na metabolémica. (ROQUE et al., 2019)

A aplicacdo conjunta desses métodos permite o tratamento de dados com um
namero elevado de variaveis, como aqueles obtidos por MS, permitindo identificar e
classificar metabdlitos. Sendo assim, a aplicagdo conjunta de métodos quimiométricos,
juntamente com a técnica de PSI-MS, pode possibilitar a identificacdo e classificagdo de

amostras de alface de acordo com a sua variedade e modo de cultivo.

2. OBJETIVO

Determinar o perfil metabolémico de diferentes cultivares de alface empregando a
técnica PSI-MS e verificar, empregando ferramentas quimiométricas, a possibilidade de

diferenciagdo das mesmas de acordo com sua variedade e modo de cultivo.

2.1. Objetivo especificos

e Comparar a técnica de PSI-MS com o ESI-MS para obtencao de perfil
metabolémico de cultivares de alface;
e Avaliar o uso de ferramentas quimiométricas para tratamento de dados de

andlise metabolébmica por PSI-MS;
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e Avaliar a diferenciacdo de cultivares de alface de acordo com sua variedade
e modo de cultivo;

¢ Identificar os metabdlitos responsaveis pela diferenciacdo das amostras
3. METODOLOGIA

3.1. Materiais, reagentes e padr@es

Na realizacdo desse trabalho foi empregado metanol de grau HPLC da J. T. Baker,
papel cromatografico Whatman #1 (poros de 11 ym) foi adquirido da Whatman International
e 4gua ultrapurificada do equipamento MS2000 WFI da Gehaka.

3.2.  Obtencéo das amostras de alface

As amostras de alface foram adquiridas em mercados da regido de Goiania, Goias.
No total foram avaliadas 43 amostras de alface, separadas conforme o modo de cultivo
(solo e hidropbnico) e sua variedade (Americana, Crespa e Mimosa), como pode ser
observado na Tabela 12. As amostras foram cuidadosamente armazenadas em

temperatura controlada (8°C) para posterior analise.

Tabela 12. Nimero de amostras de alface utilizadas no estudo, conforme seu modo de cultivo e variedade

_ Variedades
Modo de cultivo _ _
Americana Crespa Mimosa
Solo 12 7 4
Hidropobnica 4 8 8

Fonte: Proprio autor

3.3. Extracdo das amostras de alface

Para a obtencéo dos extratos, 300 mg da folha de alface foram adicionadas em um
tubo falcon de 15 mL, sendo macerada com o auxilio de um bastédo de vidro. Em seguida,
foi adicionado 10 mL de uma mistura metanol/agua na proporcao 80:20 (v/v), seguido de
sonizacao por 30 min a temperatura ambiente. O extrato foi centrifugado a 10000 rpm por

10 min. Por fim, o sobrenadante foi coletado para posterior analise PSI-MS e por ESI-MS.
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3.4. Condi¢cdes do espectrometro de massas

Um espectrdbmetro de massa hibrido Q Exactive Quadrupole-Orbitrap (Thermo
Scientific, San Jose, EUA) foi usado para as analises ESI-MS e PSI-MS. As andlises ESI-
MS foram obtidas usando uma solu¢édo de amostra contendo 500 L de extrato de alface e
500 uL de solugédo de metanol/agua (80:20 v/v). O ESI-MS foi realizado nos modos de
ionizagdo positiva e negativa. Os parametros ESI-MS empregados foram: temperatura
capilar: 275 °C; voltagem capilar: 20 V, voltagem do spray: 4,5 kV, voltagem da tube lens:
50 V, gas nebulizador: N2; temperatura da fonte: 50 °C; Vazao de injegdo: 2 pL min’;
resolugdo: 140000 com trés microvarreduras; e energia de colisdo para MS/MS ( HCD,
higher-energy collisional dissociation) variando de 20 a 30 mu (unidade do fabricante).

Na analise PSI-MS, 20 uL do extrato foram gotejados na superficie de um papel
triangular (1 cm de cada lado). A ponta do papel foi posicionada a 4 mm da entrada do
espectrdmetro de massa. Um volume de 10 pL de metanol/agua (80:20 v/v) foi usado como
solvente de dessorcgéo imediatamente apos a aplicacdo da solucdo de extrato de alface no
papel. O experimento foi realizado em triplicata e os espectros de massa foram coletados
por 1 minuto (tempo do inicio até a queda do sinal). Todas as andlises foram realizadas em
modos de ionizagdo positiva e negativa, com a temperatura capilar mantida em 275 °C,
voltagem da tube lens de 50 V, resolugdo em 140000 com trés microvarreduras e energia
de colisdo para MS/MS(HCD) variando de 20 a 30 mu. Os espectros de massas de ESl e
PSI-MS foram processados usando o pacote de software Xcalibur Analysis (versao 2.0,
Service Release 2, Thermo Electron Corporation) e exportados como .raw para realizar as

analises quimiométricas.

3.5. Anadlises quimiométricas

As andlises quimiométricas foram realizadas em parceria com a Dra. Jussara
Valente Roque, do Instituto de Quimica da UFG e co-orientadora nesta tese. Os arquivos
.raw obtidos pelas analises de PSI-MS e ESI-MS foram convertidos para o formato .cdf e
posteriormente importados para o MATLAB R2020a (Math Works, Natick, MA, EUA) para
posterior analise quimiométrica.

A PARAFAC foi empregada para explorar os perfis metaboldomicos e facilitar a
interpretacdo dos dados. Os dados de PSI-MS foram organizados em um tensor
tridimensional, onde as trés dimensdes representavam as amostras de alface, o tempo de
aquisicdo e os espectros de massa. O tensor originalmente incluia os espectros de massa

de 43 amostras de alface, com 54 tempos de aquisicdo e 499345 variaveis no modo de
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ionizag&o positivo e 372679 variaveis no modo de ioniza¢ao negativo (com m/z variando de
100 a 1000). Para reduzir a dimensionalidade do eixo m/z, a PCA foi aplicada nos ja dados
normalizados, no qual se obteve cinco componentes principais que foram responsaveis por
mais de 99% da variancia em ambos os modos de ionizacdo. Essa reducdo de
dimensionalidade facilitou a analise PARAFAC com restricdes de ndo negatividade
aplicadas aos modos de aquisicdo da amostra e no tempo, para garantir resultados
significativos e interpretaveis.

A PLS-DA foi aplicada para modelar a separacéo entre os métodos de cultivo e as
variedades de alface, em conjuntos de dados para os modos de ionizac¢ado positiva (Xpos)
e negativa (Xneg). Os conjuntos de dados foram analisados com duas variaveis
dependentes: 0 Y1 com 2 categorias de classificacdo (solo e hridroponico) e o Y2 como 3
categorias de classificacdo (Americana, Crespa e Mimonsa). Essa abordagem resultou na
construcdo de quatro modelos distintos, 2 para os modos de ioniza¢éo (positivo e negativo),
um modelo distinguindo entre os diferentes métodos de cultivo e outro para as variedades
de alface. Para garantir a robustez dos modelos e evitar overfitting (dados super ajustado,
que s6 descrevem um modelo especifico), foi empregada validacédo cruzada aleatéria, com
o0 conjunto de dados dividido em conjuntos de treinamento e teste, usando 10% das
amostras para validagdo em cada interacéo

A OPSDA foi utilizada para melhorar a classificagdo e encontrar as variaveis mais
importantes relacionadas a diferenciacdo no modo de cultivo e nas variedades de alface.
Nesse estudo a importancia da variavel de projecdo (VIP, variable importance on projection)
foi usado como um vetor informativo. As variaveis originais (colunas da matriz X) foram
diferenciadas de acordo com os valores absolutos correspondentes obtidos pelas
pontuagbes VIP. Em seguida, as variaveis diferenciadas foram classificadas em ordem
decrescente e uma estratégia de incremento de janela (10-5) foi aplicada até que o melhor
conjunto de variaveis fosse encontrado. Os modelos de classificagdo foram avaliados
usando sensibilidade, especificidade e erro de classificacdo (WARTHA et al., 2022). As
pontuagdes VIP foram usadas para classificar as varidveis mais importantes para distinguir

entre diferentes métodos de cultivo e variedades de alface.

3.6. Identificacdo dos metabdlitos

Os ions que foram mais importantes para a separagdo das amostras de alface de
acordo com seu modo de cultivo e variedade foram submetidas as plataformas livres: Global
Natural Products Social Molecular Networking (GNPS) (WANG et al., 2016), Human

70



Metabolome Database (HMDB) (WISHART et al, 2022) e MassBank Europe para

identificacdo e elucidacao estrutural.

4. RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1. Comparacéo entre ESI-MS e PSI-MS

Para realizar o comparativo entre as analises de ESI-MS e PSI-MS, foram
analisadas um total de 6 amostras, cada uma pertencendo a um dos grupos avaliados, ou
seja, 1 amostra de hidropodnica, 1 de solo e assim sucessivamente. A Figura 38, apresenta
a média de todos 0s espectros obtidos para as amostras de alface no modo positivo (a) e
negativo (b), para a faixa de m/z de 100 a 1000. Como pode ser observado a média dos
espectros para o PSI-MS apresentou maior intensidade se comparado ao ESI-MS, tanto no
modo positivo quanto no negativo, o que demonstra a maior sensibilidade do PSI-MS frente
ao ESI-MS, o que ira contribuir para a deteccdo e a caracterizagdo dos metabdlitos
presentes na alface. Indicando assim, a potencialidade do uso da técnica de PSI-MS para
andlises que demandam alta sensibilidade e caracterizacdo quimica detalhada.

Na literatura ha diferentes trabalhos reportando tanto o uso do PSI-MS quanto do
ESI-MS, em estudos voltados para metabolémica (BERNARDO et al., 2024,
CHAMBERLAIN; HATCH; GARRETT, 2021). Duarte e colaboradores (DUARTE et al.,
2022), reportaram que o uso de PSI-MS se comprado ao ESI-MS, proporciona maiores
intensidade de sinal, como o observado em nosso trabalho. Essa maior sensibilidade do
PSI, pode ser atribuida a utilizacdo do papel cromatografico nessa técnica de ionizagao. A
presenca dos canais presentes nesse substrato permite a absorcdo e o transporte do
solvente por capilaridade, facilitando a ressolubilizacdo da amostra o que contribui
significativamente para a sensibilidade do PSI-MS (SMITH et al., 2022).

Consequentemente, a técnica de PSI-MS foi selecionada para as demais analises,
se mostrando uma técnica eficiente para a obtencdo de perfis quimicos de extratos de
alface, além de apresentar um baixo consumo de solvente e um rapido processo de
ionizacdo (FREITAS et al., 2022).
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Figura 38. Média dos espectros de todas as amostras de alface obtidas no modo positivo e negativo de
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4.2. Comparacdo das amostras cultivadas em solo e por hidroponia por PSI-MS

Para avaliar o perfil das amostras de alface de acordo com seu cultivo (solo e
hidrop6onico), foram realizadas analises PSI-MS no modo de ionizagdo positivo e negativo
para todas as amostras disponiveis. A Figura 39, apresenta a média dos espectros de
massas para todas as amostras de alface no modo de ionizag&o positivo (a) e negativo (b).
No qual é possivel observar, que no modo de ionizacdo positivo (Figura 39a) ambas as
amostras apresentaram um perfil de m/z semelhante, com as amostras cultivada em solo
apresentando maior intensidade no sinal se comparada as hidropdnicas. Para as leituras
realizadas no modo negativo (Figura 39b), ja é possivel notar uma mudanca no perfil
guimico, entre as amostras avaliadas. Adicionalmente, as amostras cultivadas em solo
apresentaram ion de maior intensidade no espectro de massa se comparado com a
hidrop6nica, caracteristica presente também nos espectros obtidos no modo positivo.

As variacfes observadas, tanto no modo de ioniza¢do positivo quanto no negativo,
para as amostras de alface de acordo com seu cultivo séo justificadas pela mudanca na
sua condi¢éo de desenvolvimento, o que favorece a producao de alguns metabdlitos frente
a outros (HAMEED et al., 2022). Plantas cultivadas em solo, tendem a sofrer mais influéncia
do meio se comparadas as hidrop6nicas que normalmente estdo em ambiente controlado,
o0 que influencia na produgdo de alguns compostos como acgulcares, aminodcidos,
compostos fendlicos, proteinas, amidos e outros (VERDOLIVA et al, 2021).
Adicionalmente, a técnica de PSI-MS, permitiu visualizar variagbes nos espectros de
massas das amostras de alface de acordo com o seu cultivo, indicando a eficiéncia dessa

técnica para essas andlises.
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Figura 39. Média dos espectros de massas obtido para as amostras cultivadas em solo e por hidroponia
(Hidro) no modo de ionizag&o, a) positivo e b) negativo
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4.3. Comparacdo das amostras de alface de acordo com sua variedade

(Americana, Crespa e Mimosa)

A comparacao das amostras de alface de acordo com a sua variedade, foi realizada
utiizando a média dos espectros obtidos para cada uma das variedades avaliadas
(Americana, Crespa e Mimosa). A Figura 40, apresenta a média dos espectros para as
amostras de alface de acordo com a sua variedade (Americana, Crespa e Mimosa) no modo
de ionizacgdo positivo (a) e negativo (b). Como pode ser observado na Figura 40a, ndo ha
diferencas perceptiveis no perfil de ions nos espectros de massas obtidos no modo de
ionizag&o positivo, para as variedades Americana, Crespa e Mimosa. Entretanto, é possivel
notar uma variagao na intensidade do espectro de acordo com a variedade avaliada. Para
0s espectros obtidos no modo negativo (Figura 40b), é nitida a diferenga entre a alface da
variedade Mimosa, se comparada as demais. Yang e colaboradores (YANG et al., 2018)
identificaram que diferentes variedades de alface apresentam estratégias metabdlicas
distintas o que pode evidenciar uma quantidade maior de metabdlitos, o que contribui com

os resultados aqui apresentados.
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Figura 40. Média dos espectros de massas obtidos paras as amostras de alface de acordo com sua
variedade (Crespa (Cre), Americana (Ame) e Mimosa (Mim)), no modo de ionizac¢éo a) positivo e b) negativo
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4.4, Diferenciagdo quimiométrica e identificacdo dos compostos

Mesmo com a andlise de PSI-MS fornecendo informacdes que possibilitam
diferenciar as cultivares de alface de acordo com seu modo de cultivo e variedade, esta
abordagem por si s6 ndo oferece uma analise completa de quais metabdlitos séo
responsaveis por essa diferenciacdo. Para obter uma compreensdo abrangente das
diferencas metabdlicas entre as amostras de alface avaliadas, € essencial aplicar
ferramentas quimiometricas em busca das variaveis responsaveis pela diferenciacéao.

A analise PARAFAC foi conduzida em um tensor T construido para cada modo de
ionizagdo. O modelo PARAFAC para o0 modo de ionizagcdo positivo convergiu apos 42
interagBes, alcancando uma consisténcia central de 93% com quatro componentes. A
Figura 41 apresenta o grafico de loadings para as amostras de alface no modo positivo de
ionizagdo. Como apresentado nas Figuras 4la a 41c, o modelo conseguiu separar as
amostras de acordo com as variedades avaliadas (Crespa, Americana e Mimosa) no modo
de ionizacdo positivo, o que indica perfis metabdlitos distintos entre essas variedades,
demonstrando a capacidade do modelo PARAFAC para identificar diferencas na
composi¢do metabdlica. As Figuras 41d a 41f, indica a separacao do modo de cultivo (solo
e hidropénico), dentro de cada uma das variedades, Americana (Figura 41d), Crespa
(Figura 41e) e Mimosa (Figura 41f) no modo de ionizagdo positivo. Como pode ser
observado o modelo conseguiu separar as amostras de acordo com seu modo de cultivo
dentro de cada uma das variedades avaliadas, indicando a presenca de diferencas

metabdlicas de acordo com a pratica de cultivo.
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Figura 41. Gréfico de loadings obtidos pelo modelo PARAFAC, para as analises PSI-MS das amostras de
alface no modo positivo de ionizagdo, em que a) representa a separacéo da alface americana frente as
demais; b) a separacéo da alface crespa em relacéo as outras; c) a separacéo da alface mimosa em
comparacao as outras; d) representa a separagdo entre hidroponica e solo dentro da variedade de alface
americana,; e) a separagdo entre o modo de cultivo dentro da variedade crespa,; e f) a separagao entre 0 modo
de cultivo dentro da variedade mimosa.
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O modelo Parafac para o0 modo de ionizagdo negativo conseguiu convergir apos 16

interagdes, alcancando uma consisténcia central de 99% com dois componentes. A Figura

42 apresenta os graficos de loadings gerado pelo PARAFC para as amostras de alface

analisadas por PSI-MS, no modo negativo de ionizacdo. Conforme apresentado na Figura

42a, o modelo conseguiu separar as amostras de acordo com o método de cultivo,

formando grupos distintos ao longo da componente 1, indicando a influéncia do método de

cultivo nos metabdlitos dessas plantas. Na Figura 42b, as variedades de alface foram

separadas ao longo do eixo do componente 2, indicando que h& diferencas metabolicas

para as amostras de alface de acordo com sua variedade.
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Figura 42. Gréfico de loadings obtidos pelo modelo PARAFAC, para as andlises PSI-MS das amostras de
alface no modo negativo de ionizagédo, em que a) representa a separacao das amostras de alface conforme o
cultivo; e b) a separacdo das amostras de alface conforme a sua variedade
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As separacdes claras obtidas tanto nas anélises PSI-MS no modo positivo quanto
no negativo (Figura 41 e 42, respectivamente) enfatizam o impacto significativo das
condi¢cbes de cultivo e das variedades na composicdo metabdlica da alface, fornecendo
informag0des valiosas para otimizar as préticas de cultivo e melhorar a qualidade da colheita.

Para obter os gréficos de loading apresentados na Figura 41 e 42, foi realizada uma
andlise PCA para decompor o modo m/z, reduzindo a dimensionalidade dos dados. Os
componentes obtidos da analise PARAFAC foram entdo, reconstruidos usando as
pontuagbes do PCA, permitindo mapear esses componentes de volta as variaveis m/z
originais (Figura 43 e 44). Essa abordagem permite a interpretacdo dos dados decompostos
no contexto de toda a faixa m/z, preservando as informacdes espectrais originais. Os perfis
de componentes fornecem informag6es mais profundas sobre as fontes subjacentes de
variagdo nos dados. Ao analisar esses perfis, podemos identificar metabdlitos especificos
que contribuem significativamente para 0s espectros de massa e entender seu
comportamento.

A Figura 43, apresenta a superficie de resposta dos espectros de massas ao longo
do tempo de aquisicdo das amostras e o perfil de loading dos quatro componentes
identificados no PARAFAC para o modo de ionizacdo positivo. Conforme pode ser
observado na Figura 43, é possivel observar variagdes na m/z no decorrer da analise de
PSI-MS, essa caracteristica se deve ao fato do papel cromatogréfico utilizado nessa técnica
de ionizacdo apresentar canais que permitem a absorcdo e o transporte do solvente de
eluicdo por capilaridade, fazendo com que ocorra um processo de separacdo no decorrer
do papel cromatografico. Além disso, o papel cromatografico, apresenta caracteristica polar

uma vez que é constituido de celulose, consequentemente se espera que no decorrer da
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andlise de PSI-MS os compostos identificados no inicio da aquisicdo venham a ter
caracteristicas mais apolares enquanto os do final tenha caracteristica mais polaras por ter
maior interacdo com o papel cromatografico. (REN et al., 2013; SALENTIJN;
PERMENTIER; VERPOORTE, 2014)

Figura 43. a) Superficie de resposta dos espectros de massas ao longo do tempo de aquisi¢do das amostras
para ionizagdo no modo positivo; b) a e) perfil de loading dos 4 componentes identificados no PARAFAC, para
o tempo de aquisicdo em funcé@o da m/z, para as aquisicdes no modo positivo.
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A Figura 44 apresenta a superficie de resposta dos espectros de massas ao longo
do tempo de aquisicdo das amostras e o perfil de loading dos dois componentes
identificados no PARAFAC para o modo de ionizacdo negativo. Nela é possivel notar que
h& variacbes na m/z de acordo com as variacdes no tempo de aquisicdo, assim como
observado na Figura 44. O que reforca as afirmativas citadas no paragrafo anterior, de que
essa diferenca é gerada pelo processo de separacao que ocorre no papel cromatografico

durante a andlise de PSI-MS.
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Figura 44. Superficie de resposta dos espectros de massas ao longo do tempo de aquisicdo das amostras
para ionizacdo no modo negativo; b) a c) perfil de loading dos 2 componentes identificados no PARAFAC,
para o tempo de aquisicdo em fun¢édo da m/z, para as aquisi¢bes ho modo negativo.
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Os resultados da andlise PARAFAC forneceram uma compreensao fundamental da
estrutura multidimensional dos dados e ajudaram a identificar padrdes iniciais relacionados
aos métodos de cultivo e as variedades de alface. Com base nessas descobertas, PLS-DA
e OPSDA foram aplicados para refinar a classificagédo e aprimorar a diferenciacéo entre os
métodos de cultivo e as variedades de alface.

A Figura 45 apresenta os resultados para a classificacdo das amostras pelo método
PLS-DA com as variaveis selecionadas pelo OPSDA para a predicdo das amostras de
acordo com o seu método de cultivo (hidropénica e solo), para 0 modo de ionizag&o positivo
e negativo. A separagdo das amostras entre hidropbnica e solo no modo positivo de
ionizagéo (Figura 45a) apresentou um threshold de 0,049 e uma precisédo de 95,35% com
dois falsos positivos (duas amostras cultivadas em solo, foram classificadas como
hidropbnicas). A sensibilidade, é definida como a propor¢do de amostras hidrop6nicas
classificadas corretamente, foi de 100%, pois todas as 20 amostras hidroponicas foram
classificadas corretamente. A especificidade para a classe baseada no solo, representando
a proporcdo de amostras baseadas no solo classificadas corretamente, foi calculada com
base nas 21 amostras baseadas no solo corretamente identificadas de 23, resultando em
uma especificidade de aproximadamente 91,3%.

A classificacdo das amostras de acordo com seu cultivo, para 0 modo de ionizacao
negativo (Figura 45b) apresentou um threshold de - 0,059 e uma precisdo de 100%, com
nenhuma classificagdo incorreta. A sensibilidade foi de 100%, pois todas as 20 amostras
hidropénicas foram identificadas corretamente. Da mesma forma, a especificidade também

foi de 100%, com todas as 23 amostras baseadas no solo classificadas com preciséo.
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Figura 45. Classificacdo das amostras pelo método PLS-DA com as variaveis selecionadas pelo OPSDA para
a predicdo das amostras de acordo com o seu método de cultivo (hidropdnica e solo), para o modo de
ionizacéo a) positivo e b) negativo
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A classificagdo das amostras de acordo com suas variedades (Crespa, Americana
e Mimosa), podem ser visualizadas na Figura 46. Nela é possivel observar que a avaliagdo
PLS-DA atingiu uma precisdo de 100% para todas as classificacdes ali apresentadas,
conseguindo distinguir com sucesso as variedades Crespa, Americana e Mimosa para
ambos os modos de ionizacdo. A sensibilidade para cada classificacdo de variedade foi de
100%, e a especificidade também foi de 100%, demonstrando a versatilidade da ferramenta

guimiométrica na diferenciacéo dos perfis de ions de amostras complexas.
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Figura 46. Classificacdo das amostras pelo método PLS-DA com as variaveis selecionadas pelo OPSDA para
a predicéo das amostras de acordo com a sua variedade, para os modos de ionizagdo positivo ((a) a (c)) e
para os modos de ionizagfes negativos ((d) a (f))
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Um diagrama de Venn foi construido para ilustrar a quantidade de variaveis

selecionadas pelo OPSDA da avaliagdo PLS-DA, para a separacgéo das amostras de alface

de acordo com o método de cultivo para o0 modo positivo e negativo, conforme apresentado

na Figura 47. A Figura 47a descreve o nimero de varidveis selecionadas para avaliar os

métodos de cultivo no modo de ionizagdo positivo, na qual 65 variaveis foram importantes

para a classificagdo como hidropdnica e 15 para em solo, com 12 variaveis comuns a ela.

Ja a Figura 47b descreve as variaveis selecionadas no modo negativo de ionizacdo, em

que 220 foram selecionadas para a classificacdo como hidropdnica e 185 como solo, com

144 variaveis sendo comum a elas.
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Figura 47. Diagrama de Venn para o nimero de variaveis selecionadas para a classificacdo das amostras de
alface de acordo com o seu método de cultivo para os modos de ioniza¢éo a) positivo e b) negativo
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Fonte: Proprio autor

Um diagrama de Venn também foi construido para a quantidade de variaveis
selecionadas para a separagéo das amostras de alface de acordo com sua variedade, como
ilustrado na Figura 48. A Figura 48a, apresenta o niumero de variaveis selecionadas para
avaliacdo da variedade, no modo de ionizagdo positiva, na qual 80 variaveis foram
selecionadas para a alface Crespa, 65 para a Americana e 25 para a Mimosa, com 9
variaveis sendo comum a todas elas. A Figura 48b, ja demonstra o nimero de variaveis
selecionadas para o modo negativo de ionizacao, na qual 54 variaveis foram selecionadas
para a alface Crespa, 330 para a Americana e 345 para a Mimosa, com 55 variaveis
compartilhadas entre todas as variedades de alface.

Figura 48. Diagrama de Venn para o nimero de variaveis selecionadas para a classificagcdo das amostras de
alface de acordo com a sua variedade para os modos de ionizac¢do a) positivo e b) negativo
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Fonte: Proprio autor

Para ilustrar os ions que influenciaram na distincdo das amostras de alface de
acordo com seu método de cultivo (solo e hidroponia) e variedades (Americana, Crespa e

Mimosa), um vetor informativo do OPSDA, com as suas respectivas pontuacdes VIP. A
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Figura 49 apresenta as pontuagfes VIP das 20 varidveis que foram mais importantes para
a classificacdo das amostras de acordo com seu modo de cultivo e variedade, para o modo
positivo e negativo de ionizacdo. As Figuras 49a e 49b exibem as pontuac@es VIP para
métodos de cultivo em modos de ioniza¢do positiva e negativa, respectivamente. As Figuras
48c e 48d mostram as pontuacfes VIP para variedades de alface em modos de ionizacéo

positiva e negativa, respectivamente.

Figura 49. Pontuag@es VIP das 20 variaveis que foram mais importantes para a classificacdo das amostras,
a) separacdo de acordo com seu método de cultivo, no modo positivo; b) separacéo de acordo com seu
método de cultivo, no modo negativo; c)separacéo de acordo com sua variedade, modo positivo; e d)
separacéo de acordo com a variedade, modo negativo
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Fonte: Proprio autor

Os ions apresentados na Figura 49 foram elucidados com o auxilio das plataformas
mencionadas anteriormente e foi possivel identificar 36 compostos, apresentados na
Tabela 13. Como pode ser observado, todos os compostos da Tabela 13 apresentam erro
de massa inferior a 5 ppm, o limite permitido para as analises utilizando analisadores do

tipo Orbitrap.

82



Tabela 13. Notag&o dos metabdlitos que influenciaram na separacdo das amostras de alface de acordo com
seu método de cultivo e variedade, para o modo de ionizacéo positivo e negativo.

m/z Erro de Classe do
Composto Aduto
observada massa (ppm) Composto
Acido succinico 101,02416 2,97 [M-H] Acido graxo
Colina 104,10736 -1,63 [M+H]* Aminoacido
Acido d-glicérico 105,01910 -2,19 [M-H] Acucar
Prolina 116,07092 -1,98 [M+H]* Aminoacido
Valina 118,08657 2,71 [M+H]* Aminoacido
. Composto
Floroglucinol 127,03911 -3,15 [M+H]* .
fendlico
Acido 3-metil-2- _ .
. 129,05566 3,87 [M-H] Aminoacido
oxovalérico
Acido glutéarico 131,03490 3,59 [M-HJ Acido graxo
Isoleucina 132,10207 1,29 [M+H]* Aminoacido
Acido malico 133,01402 2,48 [M-HJ Acido carboxilico
Acido octanéico 143,10767 3,28 [M-HJ Acido graxo
[M+H-
Levoglucosano 145,05050 2,90 -
H.O]*
Lisina 147,11288 0,54 [M+H]* Aminoacido
Anidrido ftalico 149,02343 0,74 [M+H]* -
- Composto
Vanilina 151,03979 1,85 [M-H] _
fenolico
Acido pelargonico 157,12322 2,35 [M-HJ Acido graxo
Acido oxoadipico 159,02976 2,64 [M-H] Acido graxo
Levoglucosano 163,06017 0,43 [M+H]* -
Fenilalanina 166,08641 0,96 [M+H]* Aminoacido
Acido decanoico 171,13894 2,57 [M-H] Acido graxo
Arginina 175,11911 0,91 [M+H]* Aminoacido
Gulonolactona 177,04019 1,58 [M-H] -
Manose 179,05597 -0,78 [M-H] Acucar
Acido citrico 191,01956 -0,89 [M-H] Acido carboxilico

Continuacgéo da tabela 13 na préxima pagina
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Continuagéo da tabela 13

m/z Erro de Classe do
Composto Aduto
observada massa (ppm) Composto
Triptofano 205,09732 0,83 [M+H]* Aminoacido
Monopalmitina 331,28433 0,15 [M+H]* Acido graxo
Erucamida 338,34192 0,53 [M+H]* -
o . Composto
Acido clorogénico 353,08792 3,45 [M-H] .
fendlico
Monoestearina 359,31545 0,36 [M+H]* Acido graxo
Sacarose 381,07949 0,31 [M+K]* Acucar
o o Composto
Acido chicdrico 473,07248 1,01 [M-H] .
fendlico

Fonte: Proprio autor

Levando em consideragao os resultados apresentados na Figura 48 e na Tabela 13.
Os ions correspondentes a colina (m/z 104,107) e m/z 397,272 foram os que influenciaram
de maneira mais significativa para a diferenciacdo entre os métodos de cultivo para o modo
de ionizagéo positivo. Adicionalmente, para 0 modo negativo (Figura 46b) o agicar manose
(m/z 179,056) e o acido malico (m/z 133,014), foram os que mais contribuiram para a
separacao do modo de cultivo. Para a classificacdo das amostras de alface de acordo com
sua variedade, os ions que mais interferiram foram a colina (m/z 104,107) e a sacarose
(m/z 381,079), para o modo de ionizacdo positivo. Complementarmente, para o modo de
ionizacdo negativo (Figura 46d) o acido malico (m/z 133,014) e a manose (m/z 179,056)
foram os que mais contribuiram para a separacdo das amostras de acordo com sua
variedade.

Avaliando os metabdlitos que foram importantes para a separacao entre 0 método
de cultivo e as variedades de alface, tanto no modo positivo quanto no negativo, é possivel
observar que a colina, a manose e o acido malico foram importantes para ambas as

separacoes.

. A colina (m/z 104,107) € um amino&cido essencial para o crescimento e

desenvolvimento das plantas. Ela pode ser oxidada para produzir glicina betaina, um
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osmdlito que se acumula nas plantas para mitigar varios estresses abioticos. Além disso,
um aumento na concentracdo de colina pode estar associado a respostas a seca, sal e
estresse oxidativo. Consequentemente, variagdes na concentracao de colina podem indicar
diferencas em ambientes de cultivo e variacbes entre variedades dependendo de sua
resisténcia ao estresse. (GAO; MAQO; ULLAH, 2020)

. A Manose (m/z 179,056) é um acUcar simples derivado do manitol e, como
alguns metabdlitos primarios, desempenha um papel central no crescimento das plantas,
substituicdo celular, alocacéo de recursos e diferenciacdo. Além disso, ha relatos de sua
concentracdo variando em resposta a seca e a diferentes ambientes nutricionais, com a
manose exercendo uma fungcdo osmoprotetora.(GENT, 2014)

o O acido mélico (m/z 133,014) é o acido organico predominante na alface.
Como metabdlito priméario, ele desempenha um papel crucial na fisiologia da planta ao inibir
microrganismos por meio de mecanismos associados ao pH, a proporcdo de formas de
acido organico relacionadas, ao comprimento da cadeia, a fisiologia celular e ao
metabolismo. Além disso, estudos indicam que o contetdo de &cido malico pode variar
dependendo de fatores como exposicdo a luz, disponibilidade de agua e a variedade da
alface.(GENT, 2012)

Como reportado na literatura tanto a colina, como a manose e o acido malico, séo
metabdlitos presentes na alface que sofrem influéncia, quanto a variedade dessa hortalica
e ao seu método de cultivo. Consequentemente, a analise das variaveis, identificadas por
meio do uso combinado da PLS-DA e OPSDA, forneceu informagfes importantes sobre as
vias metabdlicas que diferenciam variedades de alface e métodos de cultivo. Esta andlise
abrangente ndo apenas confirma a eficiéncia do método de PSI-MS associado a analise
metabolbmica, mas também ressalta o potencial dos metabdlitos identificados para servir
como biomarcadores para o controle de qualidade e praticas agricolas para a producéo da
alface. As descobertas contribuem para uma compreensédo mais profunda das distingcbes
metabdlicas associadas a diferencas no método de cultivo e na variedade da alface, abrindo

caminho para pesquisas futuras envolvendo o uso do PSI-MS em anélises metabol6micas.

4.5, Métrica Verde

O PSI-MS demonstrou eficicia na diferenciacdo do perfil metabdlico de amostras
de alface com base no cultivo e na espécie. No entanto, € crucial mostrar que o método

proposto € menos agressivo ao meio ambiente em comparacdo com 0s métodos
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tradicionais. Para isso, € necessario utilizar ferramentas especificas que avaliem o impacto
ambiental dessas técnicas. Entre as diversas ferramentas disponiveis, destaca-se o
AGREE (PENA-PEREIRA; WOJNOWSKI; TOBISZEWSKI, 2020), projetado para medir o
impacto de técnicas analiticas em geral.

O AGREE é um software voltado para determinar o qudo verde é uma técnica
analitica, diferente do AGREEprep esse software ndo é voltado para uma etapa da analise
como o preparo da amostra, podendo ser aplicado em diferentes casos. O AGREE levara
em consideracéo para sua medida alguns parametros como: 1 o preparo da amostra; 2 a
quantidade de amostra necessaria para analise; 3 como € a realizada a analise; 4 o niUmero
de etapas envolvidas no preparo da amostra; 5 se o0 método é automatico e miniaturizado;
6 se € necessario derivatizacdo; 7 a quantidade de residuos analiticos; 8 o nimero de
analitos avaliados e de amostras analisadas por hora; 9 o consumo de energia; 10 os
reagentes utilizados sdo de fontes renovaveis; 11 o método envolve o uso de reagentes
téxicos; 12 quais os riscos para o operador. Ao final a metodologia é pontuadade Oale
quanto mais proxima de 1 mais verde € seu método.(PENA-PEREIRA; WOJNOWSKI,
TOBISZEWSKI, 2020)

Sendo assim o AGREE foi aplicado para determinar se a analise metabolémica
aplicando PSI-MS é mais verde se comparada a uma metodologia classica envolvendo LC-
MS. Com esse intuito foi realizado um comparativo entre a metodologia PSI-MS
desenvolvida nessa tese com a reportada por Garcia e colaboradores (GARCIA et al.,
2016). Garcia desenvolveu um método para determinar metabélitos de amostras de alface
americana, 0s extratos de alface foram preparados utilizando 0,3 g de amostra em 10 mL
de metanol:agua (80:20), apds essa etapa ele é centrifugado por 15 min, evaporado e
ressuspendidos em metanol, a andlise é realizada em um LC-MS com vazéo de 0,4 mL.min
1 como fase movel foi utilizado Agua e acetonitrila, com tempo de analise cromatografica
de 22 min. A Figura 50, apresenta o comparativo entre as metodologias utilizando o
AGREE. Como pode ser observado o método desenvolvido nessa tese foi pontuado em
0,64 j4 o método utilizado por Garcia apresentou pontuagédo de 0,35. Consequentemente,
o método desenvolvido nesta tese, PSI-MS, para fins de estudo metabolémico é
considerado mais verde se comparado a outro usando LC-MS, apresentando pontuacéo de

acordo com o AGREE mais proxima de 1.

86



Figura 50. Comparacao entre as metodologias empregas em estudos metabolomicos aplicando o AGREE, a)
PSI-MS do autor e b) LC-MS de Garcia e colaboradores

0.64
s

Fonte: Proprio autor

5. CONCLUSAO

Neste capitulo pode-se concluir, que o PSI-MS é uma técnica eficiente para
realizacdo de estudo metabolémicos, conseguindo classificar amostras de alface de acordo
com o seu método de cultivo e variedade. O PSI-MS demonstrou sensibilidade superior e
intensidade de sinal maior em comparagdo ao ESI-MS, destacando sua eficicia na
deteccéo e caracterizagdo dos constituintes quimicos de amostras de alface. A andlise dos
espectros de massas permitiu identificar diferencas entre as amostras de alface de acordo
com sua variedade (America, Crespa e Mimosa) e método de cultivo, com PSI-MS
mostrando ser uma ferramenta valiosa para andlise de perfis metaboldémicos detalhados
devido a sua alta sensibilidade e requisitos minimos de preparo de amostra. A analise
quimiométrica usando PARAFAC e PLS-DA facilitou a diferenciacdo de variedades de
alface e métodos de cultivo, ressaltando o impacto na composi¢cdo metabdlica da alface.
Foi possivel identificar 36 metabdlitos que influenciam na separacdo das amostras de
acordo com a sua variedade e método de cultivo, sendo que a colina, a manose e o acido
malico, foram identificados como cruciais para a diferenciacdo entre métodos de cultivo e
variedades de alface. Sendo assim, o PSI-MS, combinado com ferramentas
guimiométricas, provou ser uma abordagem poderosa para estudos metabolémicos,
possibilitando a sua aplicacdo na pesquisa agricola e de ciéncia alimentar, fornecendo um
método robusto e eficiente para analise metaboldmica com potenciais aplicacdes na

otimizacdo de préticas de cultivo e melhoria da qualidade da colheita. Adicionalmente, a
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aplicacdo do PSI-MS se mostrou uma técnica mais verde se comparada a LC-MS se
apresentando como uma alternativa de menor impacto ambiental para estudos

metabolomicos.

CONSIDERACOES FINAIS DA TESE

Os métodos desenvolvidos nessa tese utilizando PSI-MS e DPX-MIP se mostram
mais verdes se comparados aos métodos tradicionais de analise LC-MS e SPE. Além disso,
conforme reportado no capitulo 1 o método DPX-MIP/LC-MS apresentou menor tempo de
andlise e valores de recuperacgdo, precisao e exatidao proximo aos reportados na literatura,
se mostrando uma metodologia eficiente para a determinagdo da melatonina e seus
metabdlitos (AFMK e AMK). Adicionalmente, a aplicacdo do PSI-MS para o estudo
metabolémico voltado para a diferenciagdo das amostras de alface conforme a sua
variedade e método de cultivo (capitulo 2), possibilitou a separacao dessas amostras
aplicando uma técnica simples, que demanda pouco tempo de analise e um baixo consumo
de solvente, sendo que em alguns casos para sua realiza¢do nao € necessario a realizacao
da etapa de preparo da amostra, etapa critica em uma analise quimica. Sendo assim, as
metodologias reportadas nesta tese foram eficazes tanto para a quantificacdo da
melatonina e seus metabdlitos em leite materno, quanto para o estudo de diferenciacdo
metabolémica de amostra de alface de acordo com o cultivo e variedade, se apresentando
como ferramentas viaveis para andalises quantitativas e de perfil metabolémico,
demandando um menor tempo de analise, baixo consumo de solvente, além de apresentar

menor custo se comprada as técnicas tradicionais.
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