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MENDONCA, Fernanda Jéssica. Avaliacdo de oxidacdo lipidica por
malonaldeido usando Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia em carne de
frango e suina. 2016. 76 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia de Alimentos) —
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RESUMO

A oxidacdo lipidica € um dos principais fatores limitantes da qualidade e
aceitabilidade da carne e seus derivados e o produto majoritario das reacgdes
oxidativas em lipidios € o malonaldeido (MDA). Varios sdo os meétodos utilizados
para a avaliagdo da oxidacao lipidica em carnes, 0 mais empregado baseia-se na
quantificacdo do complexo formado na reacéo entre o MDA e o acido 2-tiobarbiturico
(TBA). O objetivo deste estudo foi validar um método rapido e especifico de
quantificagcdo do complexo MDA-TBA2 em carnes por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC). O método foi validado de acordo com a Resolugdo 899/2003 da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e apresentou parametros
adequados de desempenho. Os limites de deteccao e de quantificagdo foram de 1,0
x 10-2 ymol L-1 e de 3,4 x 10-2 umol L-1, respectivamente. A linearidade foi avaliada no
intervalo de concentragao de 8,5 x 10-2a 1,4 ymol L-1 e 0 método mostrou-se robusto
para variagdes de temperatura da coluna (30 °C), pH do tampé&o (6,5 e 7,5),
propor¢cao da fase moével (metanol:tampao fosfato 35:65 e 25:75) e de fluxo (0,90 e
1,05 mL min-1). A precisdo e a exatiddo encontraram-se dentro dos parametros da
resolugao. Algumas vantagens do método séo a rapidez e a sensibilidade, a ampla
faixa de linearidade, o que possibilita a quantificagdo de MDA em carnes com alto ou
baixo grau de oxidacgao lipidica. Os filés de frango avaliados apresentaram valores
médios entre 0,042 e 0,063 mg de MDA kg-1 de carne e os lombos suinos variaram
entre 0,112 e 0,235 mg de MDA kg-1 de carne.

Palavras-chave: MDA. HPLC. TBARS. Validacao.
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ABSTRACT

The lipid oxidation is one the main factors that affecting the quality and acceptability
of meat and meat products and the major product of lipid oxidation reactions in meat
is the malonaldehyde (MDA). Several methods are used to asses lipid oxidation in
meat, the most used is based on the quantification of the complex formed in the
reaction MDA and 2-thiobarbituric acid (TBA). The aim this work was validate a rapid
and specific method of quantification of MDA-TBA2 complex in meat by high
performance liquid chromatography (HPLC). The method was validate according to
Brazilian Resolution 899/2003 of Brazilian Health Surveillance Agency (ANVISA) and
presented adequate performance parameters. The limit of detection was 1.0 x 10-2
pgmol L-1 and the limit of quantification was 3.4 x 10-2 umol L-1. Linearity was evaluated
in concentration range of 8.5 x 10-2to 1.4 pymol L-1 and the method was robustness
for variations in column temperature (30 °C), phosphate buffer pH (6.5 e 7.5),
proportion of mobile phase (methanol:phosphate buffer 35:65 e 25:75) and flow (0.90
e 1.05 mL min-1). The accuracy and precision were in accordance with the resolution
parameters. Some advantages of method were rapidity, sensiblity, the wide linear
range, which allows the quantification of MDA in meats with high and low lipid
oxidation degree. The evaluated chicken fillets had mean values between 0.042 and
0.063 mg of MDA kg-1 of meat and pork loins varied between 0.112 and 0.235 mg of
MDA kg-1 of meat.

Key words: MDA. HPLC. TBARS. Validation.
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1 INTRODUCAO

A carne é um alimento com elevada densidade e variedade de
nutrientes altamente biodisponiveis por quilocaloria e € a principal fonte de vitamina
Bi» da dieta humana. Por essas qualidades e por seu apelo sensorial, a carne e
seus derivados tém grande destaque nas dietas do mundo inteiro e movimentam um
grande montante em dinheiro (GUGGISBERG, RISSE, HADORN, 2012;
DAMODARAN, PARKIN, FENNEMA, 2010).

Em 2015, a induastria avicola brasileira, segundo o Sindicato das
IndUstrias de Produtos Avicolas do Estado do Paran& (SINDIAVIPAR), exportou 4,3
bilhdes de toneladas de carne de frango, arrecadando quase US$ 7,1 trilhdes, sendo
0 estado do Parana o maior exportador do pais, responsavel por 34% desse total. A
producgéo total do estado foi de 13,1 milhdes de toneladas de carne de frango,
segundo a Associagdo Brasileira de Proteina Animal (ABPA) (SINDIAVIPAR, 2016;
ABPA, 2016). Ainda segundo a ABPA, a producao brasileira de carne suina cresceu
4,95% em 2015, totalizando 3,6 milhBes de toneladas e a exportacdo aumentou
9,7%, chegando a 555,1 mil toneladas embarcadas (ABPA, 2016).

O aumento da demanda, entretanto, faz com que se aumente
também a exigéncia do consumidor que preza pela qualidade da carne adquirida. A
qualidade da carne pode ser percebida por atributos sensoriais (cor, sabor e textura),
nutricionais (quantidade de gordura, perfil de acidos graxos, proteinas, teor de
vitaminas e minerais) e sanitarios (controle de microrganismos e auséncia de
residuos quimicos) (SOYER et al., 2010; ORDONEZ, 2005).

O metabolismo animal e sua composicao antes do abate sao fatores
gue afetam diretamente a qualidade da carne e a estabilidade de sua fracao lipidica.
O equilibrio entre substancias antioxidantes, como a vitamina E e glutationa
peroxidase (GPx) e substancias pré-oxidantes, como o conteudo de ferro livre e
guantidade de acidos graxos poli-insaturados (AGPIs) existente no musculo antes do
abate ajuda a definir a extensdo dos processos oxidativos na carne post-mortem
(PARK et al., 2012; YANG et al., 2002).

Os processos oxidativos além de comprometerem a aceitacao
sensorial dos produtos carneos podem ter como produtos de reacdo alguns
componentes toxicos ou que possam trazer maleficios a saude do consumidor
(UTRERA, ESTEVEZ, 2013; PARK et al., 2012). Sendo assim, a oxidac&o lipidica
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torna-se o principal fator de perda de qualidade e aceitabilidade da carne e seus
derivados, pois resulta em perda de nutrientes e reduz a vida Gtil do produto carneo
(YANG et al., 2002; SUN et al., 2001; MORRISSEY et al., 1998).

Sao produzidos durante as reacfes de oxidacdo lipidica variados
compostos volateis, como o malonaldeido (MDA), que reage com o &cido 2-
tiobarbitarico (TBA) em meio acido formando um complexo colorido amplamente
guantificado em analises de avaliacdo da extensdo da oxidacéao lipidica em produtos
carneos (DUAN et al.,, 2015; BARBOSA et al.,, 2008; ULU, 2004; KARATAS,
KARATEPE, BAYSAR, 2002). O complexo pode ser medido em espectrofotometro
em 532 nm, mas também pode ser analisado por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) (MENDES, CARDOSO, PESTANA, 2009; MATEOS et al., 2005).

A analise de MDA por HPLC, embora seja mais complexa que a
andlise por espectrofotometria, € mais especifica e sensivel, o que aumenta a
confiabilidade dos dados obtidos (OSAWA, FELICIO, GONCALVES, 2005). A
gualidade das medi¢des quimicas, porém, deve ser confirmada por meio de uma
validacdo do método analitico (RIBANI et al., 2004), que “deve garantir, através de
estudos experimentais, que o0 método atenda as exigéncias das aplicacbes
analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados” (BRASIL, 2003).

Diante do constante crescimento econdmico do setor de carnes e da
preocupacdo com a qualidade da carne oferecida ao consumidor, este estudo
buscou validar um método rapido e especifico de quantificacdo do complexo MDA-
TBA;, por HPLC.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

= Desenvolver um método rapido e especifico para determinacdo do
complexo MDA-TBA, por cromatografia liquida de alta eficiéncia
para avaliar a extensdo da oxidacéo lipidica em carnes de frango e

suinos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Validar o método de avaliacdo de oxidacéo lipidica por HPLC para
carnes de frango e suina, de acordo com a Resolu¢cdo numero
899/2003 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
(BRASIL, 2003).

= Testar o método proposto em filés de frango e lombos suinos de
diferentes marcas comerciais obtidas no comércio local.

= Adaptar a extracdo de malonaldeido para carnes de frango e suinos
para posterior determinacdo por cromatografia liquida de alta

eficiéncia.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 OXIDACAO LiPiDICA

A fracdo de gordura é uma importante parte dos componentes
bésicos da carne, tal como 4gua e proteinas. A presenca lipidica na carne e seus
produtos é importante para fatores relacionados a aceitacdo do consumidor, como a
suculéncia, sabor e aroma, mas também esta intimamente ligada a processos
oxidativos por ser faciimente oxidavel (ORDONEZ, 2005; MORRISSEY et al., 1998).

Os processos oxidativos produzem substancias indesejaveis na
carne e causam a reducdo da qualidade dos alimentos. Os produtos gerados além
de produzirem sabores e odores desagradaveis também levam a degradacao de
constituintes essenciais como os acidos graxos linoleico e linolénico (das familias
Omega 6 e dmega 3, respectivamente), ocasionando decréscimo no valor nutricional
do alimento e oxidacdo de outros constituintes da carne, como as proteinas (YANG
et al, 2002). Dentre os processos oxidativos, a oxidacao lipidica é considerada a
mais danosa ao alimento, sendo considerada uma das principais causas da perda
de qualidade dos produtos a base de carne crus e cozidos durante o
armazenamento refrigerado ou congelado (DAMODARAN, PARKIN, FENNEMA,
2010; GRAY, MONAHAN, 1992).

A principal fracdo de gordura responsavel pela oxidacao lipidica é a
fracdo de acidos graxos, em especial os acidos graxos poli-insaturados (AGPIs),
pois suas insaturacdes na cadeia carbbnica sdo energeticamente mais susceptiveis
a oxidacdo, e dessa maneira a composicao de acidos graxos de um produto carneo
pode interferir diretamente em sua vida Util, devido a possivel formacédo de ranco,
mudancas de coloracdo e aromas desagradaveis (RODRIGUES, CAMARGO, 2010;
UCHIDA, 2003; WOOD et al., 2003).

As reacgOes de oxidacdo sdo na maioria das vezes indesejaveis nos
alimentos e muitos estudos direcionam-se na tentativa de retardar ou suprimir o
processo oxidativo, seja por meio da aplicacdo de agentes antioxidantes, emprego
de técnicas de processamento e embalagem ou adicdo de produtos quimicos. As
condi¢cdes adequadas de armazenamento e embalagem conseguem ser Uteis e
colaboram para desacelerar ou inibir esses processos, como a refrigeracdo e

embalagens com atmosfera modificada sem a presenca de oxigénio, que preservam
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por mais tempo as caracteristicas desejaveis do produto carneo (DAMODARAN,
PARKIN, FENNEMA, 2010; SOYER et al., 2010). Particularmente, a presenca de
ferro, cobre e outras substéncias metalicas no meio celular promove o efeito
catalitico da oxidacao lipidica e o controle dessas reacdes torna-se mais complexo
(DAMODARAN, PARKIN, FENNEMA, 2010).

As reacdes de oxidacao lipidica iniciam-se no sistema biolégico por
acao de radicais livres e ocorrem em maior propor¢cdo quando ha um desequilibrio
entre agentes pro-oxidantes e antioxidantes nos tecidos animais. Quando vivos, 0s
tecidos mantém-se integros por mais tempo devido a acdo dos mecanismos de
defesa do organismo, entretanto quando as atividades vitais sdo cessadas as
reacdes pro-oxidantes sdo favorecidas. Isso acontece porque a queda do pH
durante a transformacdo do musculo em carne, além de favorecer as reacdes
oxidativas energeticamente, desestrutura também a compartimentalizacdo celular,
liberando no meio ions metdlicos, que atuam como catalisadores dessas reacoes, e
enzimas que atuam principalmente favorecendo o sistema pro-oxidante (ESTEVEZ,
2015; CZAUDERNA, KOWALCZYK, MAROUNEK, 2001; RAHARJO, SOFOS, 1993;
GRAY, MONAHAN, 1992).

O estresse oxidativo em sistemas bioldgicos é caracterizado quando
as reacOes pro-oxidantes sdo favorecidas no meio, e fazem com que ocorram
reacdes oxidativas no organismo danificando principalmente os lipidios, proteinas e
acidos nucleicos. As membranas celulares que sdo constituidas de uma bicamada
lipidica com proteinas dispersas também sdo importantes alvos das espécies
reativas ao oxigénio (ERO) e espécies reativas ao nitrogénio (ERN) e, por esse
motivo, 0 estresse oxidativo é constantemente relacionado ao desenvolvimento de
doencas como o céancer, aterosclerose, doencas cardiovasculares e do figado e,
devido a formacéo de radicais livres, ao processo de envelhecimento (ESCRIBA,
NICOLSON, 2014; VASCONCELOS et al., 2007; CZAUDERNA, KOWALCZYK,
MAROUNEK, 2001; JORDAO JUNIOR et al., 1998; CORDIS et al., 1994).

Oxidacéo lipidica € um termo genérico para designar uma sequéncia
de reacBes envolvendo lipidios e oxigénio e que tem como consequéncias
alteracdes quimicas diversas nas estruturas lipidicas. Acidos graxos esterificados em
triacilglicerdis e fosfolipidios podem ser alvos de reagfes oxidativas, que ocorrem em
cadeia, e que levam a formacdo de hidroperéxidos na carne, produtos primarios

bastante instaveis de oxidacéo lipidica. A quebra destes produtos primarios resulta
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na formacao de produtos secundarios, moléculas pequenas e volateis responsaveis
pela formacdo de aromas e sabores indesejados, tais como aldeidos, cetonas,
alcoois e acidos, e que em concentracdes mais altas, podem desenvolver sabores e
aromas de pintura, metal, papel e até de vela nos alimentos (DAMODARAN,
PARKIN, FENNEMA, 2010; MENDES, CARDOSO, PESTANA, 2009).

Os radicais livres sdo os principais responsaveis pelas reacfes de
oxidacdao lipidica e essas espécies podem variar muito inclusive em potencialidade
nociva. O radical hidroxila (HO+) é um exemplo de radical de energia muito alta e
que consegue remover facilmente hidrogénio das moléculas lipidicas. As reacdes de
oxidacao lipidica ocorrem em trés fases: fase de iniciacdo, propagacao e terminagcao
(ESTEVEZ, 2015; VASCONCELOS et al., 2007; BARREIROS, DAVID, DAVID, 2006;
VANNUCCHI et al., 1998).

A Figura 1 apresenta um esquema das fases e reacdes da oxidacao
lipidica e os precursores do MDA. Na primeira fase das reacdes o AGPI sofre ataque
de uma espécie gque é suficientemente reativa para abstrair um atomo de hidrogénio
a partir de um grupo metileno (DAMODARAN, PARKIN, FENNEMA, 2010; LIMA,
ABDALLA, 2001). A oxidacdo de um AGPI, entretanto, pode também ser iniciada
por sistemas enzimaticos, por meio da acdo de enzimas como as peroxidases e
dioxigenases (LIMA, ABDALLA, 2001).

Na etapa de propagacdo, em meio aerobio, ocorre a adicdo de
oxigénio singlete (*O,) ao radical alquila, formando radicais peroxila (LOO+) de alta
energia. Estes radicais abstraem hidrogénios de outras moléculas, principalmente
AGPIls, e resultam em hidroperoxidos (LOOH) e novos radicais alquila (L¢) que
continuam a fase de propagacdo. lons de metais de transicdo, como Fe™ e Cu™,
podem participar do processo catalisando a formacao de radicais lipidicos alcoxila
(LOe), peroxila (LOO¢) e hidroxila (HO+) a partir dos hidroperoxidos formados. Por
serem instaveis, os hidroperoxidos decompdem-se formando compostos menores
como os aldeidos MDA e 4-hidroxinonenaldeido (DAMODARAN, PARKIN,
FENNEMA, 2010; VASCONCELOS et al., 2007; LIMA, ABDALLA, 2001).

A terceira fase das reacdes € a de terminacao, as etapas envolvidas
neste momento sdo as de combinacdes de radicais para a formacdo de compostos
nao radicalares, e, portanto, menos reativos. Esta fase é limitada pelas fases de
iniciacdo e propagacdo (DAMODARAN, PARKIN, FENNEMA, 2010;
VASCONCELOS et al., 2007; LIMA, ABDALLA, 2001).
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Figura 1 - Fases das principais reacfes de oxidacéo lipidica e precursores do MDA
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Os principais produtos da oxidacao lipidica séo os aldeidos, como o
malonaldeido que € o produto mais abundante resultante da peroxidacao lipidica,
cetonas e 6xidos de colesterol, alguns produtos de oxidac&do estdo apresentados na
Figura 2. Esses produtos sdo conhecidos por serem causadores de danos biolégicos
in vivo e consequentemente ocasionarem problemas de salude. Sao responsaveis
por alteracdes nas caracteristicas sensoriais e nutritivas de carnes e produtos
carneos (DAMODARAN, PARKIN, FENNEMA, 2010; BARREIROS, DAVID, DAVID,
2006).

O MDA é um dialdeido volatil de baixa massa molar, 72 g mol?,
contém apenas trés carbonos que formam uma cadeia curta 1,3-dicarbonil,
produzido pela degradacdo oxidativa de AGPIs com trés ou mais ligacbes duplas. E
uma molécula altamente citotoxica capaz de alterar processos fisiolégicos em
animais e seres humanos. Por ser um dos principais produtos da oxidacéo lipidica e
por sua alta reatividade, é bastante utilizado como medida indireta da extensédo da
oxidacao lipidica e como biomarcador de estresse oxidativo em meios biologicos
(DAMODARAN, PARKIN, FENNEMA, 2010; UCHIDA, 2003; CZAUDERNA,
KOWALCZYK, MAROUNEK, 2001; RAHARJO, SOFQOS, 1993).
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Figura 2 - Alguns dos produtos de reacao da oxidacéo lipidica
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Fonte: Adaptado de BARREIROS, DAVID, DAVID (2006).

O malonaldeido é extensamente explorado como marcador de
oxidacdo lipidica e o teste de TBARS é a técnica mais frequentemente usada e
recomendada para carnes e produtos carneos (BARRIUSO, ASTIASARAN,
ANSORENA, 2013; ULU, 2004).

3.2 CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ALTA EFICIENCIA - HPLC

Os sistemas de HPLC atualmente sdo constituidos de alguns
componentes basicos de operagdo, como a bomba de alta pressdo, que elui a fase
movel ao longo do sistema cromatografico; a valvula de injecdo manual ou
autoamostrador, utilizados para a introducdo da amostra; a coluna analitica,
considerada a peca fundamental e mais importante do sistema cromatografico, na
qual acontece a separacdo dos componentes da amostra; o detector, responsavel
por identificar a presenga de componentes e emitir um sinal elétrico a ser registrado
durante a corrida cromatografica e, na saida do detector, tem-se o0 sistema de

gerenciamento dos experimentos e aquisicdo de dados, responsavel pelo
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armazenamento dos sinais e producdo de gréficos, conhecidos como
cromatogramas (NAZARIO et al., 2015; VON MUHLEN, LANCAS, 2004; DEGANI,
CASS, VIEIRA, 1998).

As colunas analiticas mais empregadas em HPLC sao feitas de aco
inoxidavel, de comprimento e didmetro interno variados, e recheadas com material
particulado que se mantém fixo, que é chamado de fase estacionaria. O
desenvolvimento dessas colunas foi um fator que proporcionou grande avanco na
area da HPLC, as primeiras colunas empacotadas para essa finalidade possuiam
particulas de tamanho irregular em torno de 30 ym. Por volta de 1980, foram
substituidas por particulas menores e de morfologia esférica. Mas o avanco que
possibilitou melhor separacdo dos componentes foi 0 surgimento de particulas com
didmetros de 5 e 3 ym. Atualmente, tem-se colunas elaboradas com particulas que
variam de 1,5 - 2,0 ym, mas que sdo empregadas em sistemas que operam a
pressdes ainda mais elevadas, sdo os sistemas de cromatografia liquida de ultra-alta
performance (UHPLC, do inglés Ultra High Performance Liquid Chromatography).
Devido as altas pressdes empregadas em sistemas com particulas micrométricas, 0s
solventes usados devem possuir alta pureza (NOVAKOVA, SOLICHOVA, SOLICH,
2006; SKOOG et al., 2006; SILVA et al., 2004).

A silica é o material mais utilizado como suporte devido a suas
qgualidades técnicas como estabilidade mecanica e térmica, rigidez e eficiéncia no
processo de separacdo. Quando a fase estacionaria responsavel pela separacéo é a
silica ou algum material de natureza altamente polar, a cromatografia se diz ocorrer
em fase normal. Quando, porém, algum material de natureza apolar € quimicamente
ligado ou imobilizado sobre a silica, chama-se de cromatrografia em fase reversa
(RP, do inglés Reversed Phase), como € o exemplo das colunas do tipo Cg e Cyg,
cujos grupos quimicamente ligados sdo o octil (Cg) e o octadecil (Cig). Segundo
Skoog et al. (2006), estima-se que mais de trés quartos de todas as separacbes
feitas por HPLC sé&o realizadas em RP (MALDANER, COLLINS, JARDIM, 2010;
SKOOG et al., 2006; SILVA et al., 2004).

Os detectores mais comuns utilizados em cromatografia liquida sao
o de indice de refracdo, por possuirem seletividade universal e o0s
espectrofotométricos na regiao ultravioleta-visivel (UV-Vis ou PDA), sendo que o de
arranjo de fotodiodos (PDA, do inglés Photodiode Array) possiblita a obtencédo do

espectro de absorcdo UV-Vis dos componentes da amostra. Os detectores de
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fluorescéncia sdo mais sensiveis e seletivos que os detectores de UV-Vis ou de
indice de refracdo pois sédo capazes de medir a intensidade de fluorescéncia emitida
pelos analitos quando excitados por radiacdo UV. Devida a elevada sensibilidade, os
fluorimetros sdo muito utilizados para analise de tracos quando o tamanho da
amostra é reduzido ou a concentracdo do analito € baixa (SKOOG et al., 2006).

Para andlises de oxidacao lipidica em carnes por HPLC a fase mais
utilizada € a RP e os detetores sdo o de arranjo de fotodiodos, que identificam
compostos na regido ultravioleta-visivel (UV-Vis), e o de fluorescéncia
(PAPASTERGIADIS et al., 2014; CZAUDERNA, KOWALCZYK, MAROUNEK, 2001,
BERGAMO et al., 1998; RAHARJO, SOFOS, 1993).

3.3 VALIDACAO DE METODO

Para garantir a efetividade do método e confiabilidade dos dados um
meétodo analitico ndo pode ser desenvolvido e colocado em pratica sem que sua
validacdo seja realizada. Sendo assim, um método analitico desenvolvido ou
modificado, deve passar por um processo de avaliacdo que ateste a sua eficiéncia
em uso de rotina, denominado validacdo. Esta consiste em um processo continuo
que se inicia por um processo de estratégia e é continuado por seu desenvolvimento
e modificacdes necessarias no decorrer das andlises (ARAGAO, VELOSO,
ANDRADE, 2009; RIBANI et al., 2004; LANCAS, 2004).

A partir da década de 1970, a validacdo passou a ser importante
devido a enorme variabilidade de dados obtidos em andlises toxicoldgicas estudadas
por O6rgdos do governo norte-americano. Por iniciativa da agéncia americana
responsavel pela fiscalizacdo dos remédios e alimentos (FDA, do inglés Food and
Drugs Administration) e da Agéncia de Protecdo Ambiental Americana (EPA), criou-
se o0 sistema denominado ISO/IEC-25 (do inglés International Organization for
Standarization/International Electrotechnical Commission) com a finalidade de
padronizar as exigéncias a serem seguidas em laboratorios e tornar os resultados
internacionalmente aceitos (LANCAS, 2009).

A validagdo de um meétodo analitico, embora seja trabalhosa, é
necessaria para garantir caracteristicas importantes nas analises posteriores, como
comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade, exigéncias atuais para que se

evitem decisdes desastrosas e prejuizos financeiros irreparaveis, causados por
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resultados errbneos provenientes de analises ndo confidveis. Além disso, as
validagbes trazem por consequéncias maior qualidade no desenvolvimento de
produtos e controle dos processos envolvidos (KHAN et al., 2013; ARAGAO,
VELOSO, ANDRADE, 2009; RIBANI et al., 2004; LANCAS, 2004).

Na validacdo de métodos analiticos, alguns parametros sé&o
requisitados de forma recorrente, em documentos nacionais ou internacionais, com
nomes semelhantes ou um pouco divergentes. Os parametros analiticos
normalmente encontrados para validacdo séo: seletividade, faixa linear, precisao
intermediéaria, exatidao, limite de deteccao, limite de quantificacdo e robustez. Esses
termos também podem ser chamados de parametros de desempenho analitico,
caracteristicas de desempenho, ou ainda de figuras analiticas de mérito. Os
parametros, suas denominacdes e suas formas de serem calculados podem variar
de acordo com o protocolo de validacdo utilizado (BRASIL, 2011; ARAGAO,
VELOSO, ANDRADE, 2009; RIBEIRO et al., 2008; ICH, 2005; LANCAS, 2004,
RIBANI et al., 2004; BRASIL, 2003).

Em andlises cromatograficas, a especificidade e a seletividade
avaliam a capacidade do método em medir 0 composto de interesse na presenca de
outros componentes da matriz, sem interferéncias no tempo de retencdo do analito.
A linearidade avalia a proporcionalidade direta entre os resultados obtidos e a
concentracdo do analito na amostra, e € estudada dentro de um intervalo especifico.
O valor de limite de deteccdo expressa a menor quantidade detectavel do analito
presente em uma amostra, este parametro pode ser chamado também de
sensibilidade. O limite de quantificacdo expressa a menor quantidade do analito que
pode ser determinado em uma amostra apresentando precisdo e exatidao
aceitaveis. A precisdo avalia a proximidade dos resultados obtidos quando séo feitas
diferentes medidas de uma mesma amostra em dias diferentes, no mesmo dia e em
diferentes laboratorios. A exatiddo expressa a proximidade entre os resultados
obtidos pelo método e o valor verdadeiro que devem estar entre 80 a 120% do valor
tedrico do teste. A robustez avalia a capacidade do método em resistir a pequenas
variacfes dos parametros analiticos, como propor¢céo da fase movel, temperatura da
coluna, pH da fase movel e lote ou fabricante da coluna (BRASIL, 2003).

Os protocolos para validar um método podem variar de acordo com
a area que atendem, e podem ser estabelecidas por 6rgdos ou entidades privadas.

Nos Estados Unidos, por exemplo, ha a EPA que da orientacdes sobre validacéo de
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métodos na area especifica de Quimica Ambiental, enquanto que em outras areas,
como a farmacéutica, existem protocolos de maior abrangéncia de utilizacdo, que
vao além da analise em farmacos e, ndo tem carater apenas nacional, como o guia
de validacdo da Conferéncia Internacional sobre Harmonizacdo (ICH), cuja
elaboracdo é feita por Japdo, Unido Europeia e Estados Unidos (RIBEIRO et al.,
2008; ICH, 2005). Essas organizagbes tém como principal objetivo aumentar a
reprodutibilidade dos resultados obtidos, a fim de que sejam aceitos
internacionalmente por meio de padronizacao de exigéncias (LANCAS, 2004).

No Brasil, dois 6rgdos regulamentam a validacdo de métodos
analiticos, sendo um deles uma agéncia reguladora, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), cuja RDC numero 899 de maio de 2003 (BRASIL,
2003) é um guia de validacdo de métodos analiticos e bioanaliticos e a resolucéo
mais atual, RDC numero 27 de maio de 2012 (BRASIL, 2012), dispbe sobre os
ensaios bioanaliticos com fins de registro e pds-registro de medicamentos, e 0 outro
o INMETRO que por meio do documento DOQ-CGCRE-008, de julho de 2011

(BRASIL, 2011), orienta sobre validacdo de métodos analiticos.

3.4 DETERMINACAO DE OXIDAGAO LIPIDICA EM CARNES E PRODUTOS CARNEOS

Na area de alimentos, diversos sdo os métodos empregados para
analisar a oxidacdo lipidica, visto que os alimentos quando sofrem processos
oxidativos tém perdas nutricionais e principalmente sensoriais que acarretam na
baixa aceitacdo do consumidor. Os testes empregados geralmente analisam os
produtos primarios de oxidacado, os peroxidos, ou os produtos secundarios, cetonas
e aldeidos principalmente. Os radicais livres também podem ser medidos por
ressonancia paramagnética eletrbnica, entretanto o alto custo e a complexa
interpretacdo exigida inviabilizam a expansdo da técnica (BARRIUSO,
ASTIASARAN, ANSORENA, 2013).

Os meétodos utilizados para identificacdo dos perdxidos podem ser
titulagdo, espectrofotometria UV-Vis, cromatografia, quimiluminescéncia, e
espectroscopia no infravermelho, sendo a titulacdo o método mais empregado. Para
identificacdo dos produtos secundarios de baixa massa molecular sdo utilizadas, a
cromatografia, a espectrofotometria UV-Vis e a fluorescéncia, identificando
principalmente os aldeidos (BARRIUSO, ASTIASARAN, ANSORENA, 2013).
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Em carnes, o método mais frequentemente empregado para avaliar
a extens&o da oxidacao lipidica é o teste de TBARS (Substancias Reativas ao Acido
2-Tiobarbiturico, do inglés 2-Thiobarbituric Acid Reactive Substances), por
identificacdo espectrofotométrica. Este método é muito criticado pela baixa
sensibilidade e seletividade e, por isso, os métodos cromatogréficos vém sendo
utilizados como uma alternativa mais confiavel (PAPASTERGIADIS et al., 2014;
RAHARJO, SOFOS, 1993; LADIKOS, LOUGOVOIS, 1990).

No teste de TBARS o MDA é derivatizado por meio de reacdo em
meio &cido com o TBA. Duas moléculas de TBA reagem com uma molécula de MDA
formando um complexo de coloracdo rosa/vermelha que é quantificado por HPLC-
PDA ou em espectrofotbmetro em 532 nm (Figura 3), por meio de uma curva
analitica. Como padrdo para a analise quantitativa é usado comumente o 1,1,3,3-
tetraetoxipropano (TEP), o qual libera MDA em solucdo apds hidrélise acida a
quente. Neste teste, entretanto, ndo somente o0 MDA se associa ao TBA, mas sim
todas as substancias reativas ao TBA que apresentem carbonilas, como cetonas,
acucares, proteinas e aldeidos. Por esse motivo o teste de TBARS é considerado
comparativo e pouco seletivo, entretanto tem alta sensibilidade e € bastante util para
a avaliacdo da extensdo da oxidagdo lipidica em funcdo do tempo (MENDES,
CARDOSO, PESTANA, 2009; VASCONCELOS et al., 2007; GOMES et al., 2003;
SILVA, BORGES, FERREIRA, 1999).

Figura 3 - Reacdo entre o malonaldeido (MDA) e duas moléculas de acido 2-
tiobarbitarico (TBA)
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Diferentes tipos de extracdo da amostra podem ser realizados para
analise de TBARS em alimentos, como a destilacdo, extracdo acida e extracao
lipidica com solventes orgéanicos. Pikul, Leszczynski e Kummerow (1989) testaram
estes trés métodos e recomendaram a extragdo acida para carnes de frango

congeladas ou refrigeradas, argumentando que esta op¢do € mais rapida e simples.
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Apés o procedimento inicial, o extrato é colocado sob aquecimento para reagdo com
o TBA e posterior quantificacdo por espectrofotometria (OSAWA, FELICIO,
GONGALVES, 2005).

Mesmo com adaptacles, o teste de TBARS espectrofotométrico é
pouco especifico, bastante criticado e sofre muitas interferéncias da matriz alimentar.
Dessa maneira, estudos buscam novas maneiras de avaliacdo de oxidacao lipidica,
seja por derivatizacdo com o TBA ou por derivatizacdo com DNPH utilizando meios
mais eficientes de separacéo e identificacdo dos produtos de oxidacao lipidica por
HPLC (MENDES, CARDOSO, PESTANA, 2009; CZAUDERNA, KOWALCZYK,
MAROUNEK, 2001; SUN et al., 2001).

A derivatizacdo do MDA com o reagente DNPH ocorre conforme
apresentado na Figura 4 formando o produto 1-(2,4-dinitrofenil)pirazol e é medido
em 360 nm. Uma vantagem desta técnica é a especificidade da reacédo, entretanto, o
limite de deteccdo € mais alto que os métodos de identificacdo com complexo MDA-
TBA, por espectrofotometria e por HPLC (MENDES, CARDOSO, PESTANA, 2009;
EKSTROM et al., 1988).

Figura 4 - Reacao entre malonaldeido e 2,4-dinitrofenilhidrazina para formacéo do
produto 1-(2,4-dinitrofenil)pirazol.
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Fonte: EKSTROM et al. (1988).
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Os métodos de identificagdo de produtos de oxidacao lipidica, como
o MDA, por HPLC geralmente utiizam a RP em sua identificacdo, seja por
derivatizacdo com o reagente TBA ou com o reagente DNPH. A forma de deteccao,
entretanto, varia bastante, tanto em comprimento de onda, que é especifico para
cada composto, ou pelo tipo de detector, sendo o0s detectores de arranjo de
fotodiodos e o de fluorescéncia, os mais usados para esse tipo de analise (AL-
RIMAWI, 2015; MENDES, CARDOSO, PESTANA, 2009; AGARWAL, CHASE, 2002;
KARATAS, KARATEPE, BAYSAR, 2002; EKSTROM et al., 1988).

Mendes, Cardoso e Pestana (2009) e Grotto et al. (2007) validaram
meétodos de deteccdo do complexo MDA-TBA, por HPLC em detector de arranjo de
fotodiodos, com corridas cromatograficas de 8 minutos, as matrizes analisadas
foram peixe e plasma, respectivamente. Os autores classificaram seus métodos
como rapidos, estaveis, precisos, sensiveis e reprodutiveis. Os parametros
analisados foram precisao, limite de deteccéao, limite de quantificacao, linearidade e

exatidao.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 REAGENTES E SOLUGCOES

Metanol grau HPLC, foi proveniente da J. T. Baker (Ecatepec de
Morelos, México). Acido Sulfirico e Acido Ascorbico obtidos da Anidrol (Diadema,
S&o Paulo, Brasil). A agua ultrapura com resistividade 18,2 pQ cm™ foi obtida de um
sistema Milli-Q® (Millipore, Billerica, MA, EUA). A solucdo tampao de fosfato de sédio
10,0 mmol L* (pH 7,00) foi preparada a partir dos sais NaH,PO4;H,O e
Na,HPO,.7H,O (Panreac Quimica, Castellar del Vallés, Barcelona, Espanha),
membrana de acetato de celulose 0,22 um (Sartorius Stadies, Goettigen, Alemanha)
e pHmetro Mettler Toledo (FiveEasy™FE20, Suica). O Acido tricloroacético (TCA) foi
obtido da Vetec Quimica Fina Ltda (Rio de Janeiro, Brasil) e os reagentes Acido 2-
Tiobarbitarico e 1,1,3,3-tetraetoxipropano foram obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, EUA).

4.2 AMOSTRAS

Para a realizacao dos testes preliminares de extragao e validacéo do
meétodo de avaliacdo de oxidacéo lipidica, foram utilizados como matéria-prima filés
de frango (Pectoralis major) e lombos suinos (Longissimus dorsi) congelados de
diferentes procedéncias comerciais obtidos no comércio da cidade de Londrina-PR,
nos meses de novembro (filés de frango) e janeiro (lombos suinos).

4.3 METODOS
4.3.1 Método de Avaliacado de Oxidacéo Lipidica
4.3.1.1 Extracdo das substancias reativas ao acido 2-tiobarbitarico
Testes preliminares foram feitos e a extracdo das substancias
reativas ao acido 2-tiobarbitirico presentes nas amostras foram readequadas a partir

das condi¢les iniciais realizadas por Mendes, Cardoso e Pestana (2009), que

utilizaram amostras de peixe em seu trabalho. Por¢cdes de 10,00 g de amostra (carne
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de frango ou suina) foram transferidas para tubos para (tipo Falcon de 50 mL) e
adicionou-se 15,00 mL de solucdo de TCA, contendo TCA, 7,5% (m/v) e &cido
acorbico 0,1% (m/v). Cada mistura foi homogeneizada em turrax por 1 minuto (7000
rpm), centrifugada por 10 minutos (6000 rpm, 20 °C) e filtrada em papel filtro. O
extrato foi armazenado em tubos (tipo Falcon) para posterior reacdo com TBA.

4.3.1.2 Determinacéo de TBARS por HPLC

O preparo do padréo de TEP foi realizado de acordo com o descrito
Bastos et al. (2012). Uma aliquota de 65,00 uL de TEP, que foi utilizado como
padrdo de MDA, foi adicionada em baldo de 250,00 mL e seu volume completado
com solucéo de acido sulfarico 1,0%. Esta solucao, foi mantida ao abrigo da luz por
2 horas a temperatuda ambiente. ApGs este periodo uma aliquota de 1,00 mL desta
solucéao foi transferida para um baldo de 50,00 mL e o volume completado com
solucdo de acido sulfarico 1,0%. A abosrbancia da solucdo obtida foi medida em
espectrofotometro UV-Vis (Libra S22, Biochrom Ltd, UK) a 245 nm para
determinacdo de sua concentracdo pela lei de Lambert-Beer, considerando a
absortividade molar do MDA de £,4snm=13700 mol™ cm™. A curva analitica foi obtida
pela adicéo de padrdo nas amostras, a concentracdo variou de 8,5 x 10%a 1,4 pmol
L.

Para a reacdo de derivatizacdo com TBA, seguiu-se o método
proposto por Tarladgis, Pearson e Dugan (1964), em que 5,00 mL do sobrenadante
extraido anteriormente, foram pipetados em tubo de rosca e 5,00 mL de solucdo de
TBA 20,0 mmol L™ foram adicionados, homogeneizados vigorosamente em vortex e
colocados em banho-maria fervente por 35 minutos. O mesmo procedimento foi
realizado para a obteng&o da curva analitica com adigéo de padrao.

Apoés o resfriamento, aliquotas das solugbes obtidas foram filtradas
em filtro descartavel para seringa com membrana Durapore® (PVDF) hidrofilica

(0,22 um, Millex-GV) e armazenadas em vials para analise por HPLC.

4.3.1.3 Condigbes cromatograficas

As amostras foram injetadas em Cromatdgrafo a Liquido de Alta

Eficiéncia da marca Shimadzu modelo LC-20A Prominence (Quioto, Jap&o)
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composto por bomba LC-20AT com desgaseificador DGU-20A5; autoamostrador
SIL-20AC; forno para coluna CTO-20A acoplada a detector de arranjo de fotodiodos
SPD-M20A e interface CBM-20A.

As condicbes de separacdo foram: coluna de fase reversa Cig
(Hypersil ODS, 150 mm x 4,6 mm, 5 um, Thermo Scientific, EUA) sendo a eluicao
em modo isocratico com fase mével de solugéo de tampao fosfato 10,0 mmol L™ (pH
7,00) e metanol (70:30) e temperatura da coluna de 40 °C. O volume de injecéo foi
de 20,0 pyL. O tempo de corrida foi de 7 minutos e os dados foram adquiridos pelo
software LC Solution (Shimadzu, Quioto, Japéo). A deteccao foi feita de acordo com
Bastos et al. (2012) em 532 nm. Os resultados foram expressos em mg de MDA kg™

de amostra.
4.3.2 Validacdo do Método

A validacdo do método de TBARS por HPLC foi realizada de acordo
com a RDC 899/2003, da ANVISA (BRASIL, 2003). Os extratos utilizados para o
ensaio de validacdo foram provenientes de filés de frango congelados obtidos no
comeércio local.

Para analisar a especificidade e seletividade foi avaliada a pureza de
pico e a auséncia de intereferentes no tempo de retencdo do complexo. Para
determinar a linearidade foram utilizadas 3 curvas com 6 pontos de concentracdes
diferentes em triplicata e o critério minimo aceitavel do coeficiente de correlacdo (r)
obtido pelo método dos minimos quadrados foi de 0,99. A faixa dindmica de trabalho
foi determinada pelo limite inferior da curva analitica e ponto superior da faixa linear
testada.

A preciséao intra-dia foi expressa como desvio padréo relativo (DPR)
da média de 9 determinagdes sucessivas da amostra com concentracdo de MDA de
aproximadamente 0,45 pmol L™ e a precis&o intermediaria foi obtida pela analise em
3 dias distintos, ambas foram calculadas pela Equacéo 1, em que DP € o desvio

padrdo e CMD é a concentragdo média determinada.

DFP
DPR = x 100 Egq.1
CMD
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O limite de deteccéao (LD) foi calculado de acordo com a Equacéo 2,
em que DPa é o desvio padrdo do intercepto com o eixo do Y de 3 curvas de
calibracdo, contendo concentracfes proximas ao suposto limite de quantificacédo, e

IC é a inclinacdo da curva analitica.

B DPax 3
O IC

LD Eq.2

O limite de quantificacéo (LQ) foi calculado por meio da Equagéo 3.

B DPa x 10

L
¢ Ic

Eq.3
A exatidao foi obtida por meio de ensaio de recuperagédo para 3
diferentes concentrac6es de MDA, sendo elas de nivel médio, alto e baixo. O calculo

foi feito de acordo com a Equacéo 4.

concentracido media experimental
Exatidio = — — x 100 Eqg.4
concentracag teorica

A robustez do método cromatografico foi avaliada por variacbes da
vazdo, nas condicbes de 0,9 a 1,05 mL min?, da temperatura da coluna,
acondicionada a 30° C, do pH do tampé&o fosfato, em pH 6,50 e pH 7,50 e nas
propor¢cdes da fase movel, tampéao fosfato/metanol (65:35) e tampéao fosfato/metanol
(75:25).

4.4 ANALISE ESTATISTICA
Os dados obtidos foram analisados utilizando o software STATISTICA

versdo 7.0 for Windows. Os resultados foram submetidos a Analise de Variancia
(ANOVA) e teste de médias de Tukey (p < 0,05).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os Resultados e Discussao desta Dissertacdo foram redigidos na forma de
Artigo Cientifico, o qual esta formatado nas normas do Journal of the Brazilian
Chemical Society (ANEXO A) para posterior submisséo. A transcricdo para a lingua

inglesa seré feita apds as eventuais corre¢des sugeridas pela banca.
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A chromatographic method was developed and validated for lipid oxidation assessment

in chicken and pork meat by determination of MDA-TBA, complex
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Abstract

In this study, we developed and validated a rapid and specific quantification method of
MDA-TBA, complex by high performance liquid chromatography coupled with PDA
detection (HPLC-PDA). The chromatographic run time was of 7 minutes and the complex
retention time was 3.7 minutes. The method was validated according to Resolution RE
899/2003 and presented appropriate parameters of performance. The detection and
quantification limits were 1.0 x 102 pmol L™ and 3.4 x 102 pmol L, respectively. The
linearity (r > 0,99) was evaluated in the interval from 8.5 x 102 to 1.4 umol L™ and the
method was robust to temperature, phosphate buffer pH, proportion of mobile phase and flow-
rate variations. The accuracy and precision were in accordance with the required parameters.

The proposed method was shown to be appropriate for assays in pork and chicken meat.

Keywords: HPLC, malonaldehyde, TBARS, chicken meat.
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Introducéo

A carne é um alimento altamente nutritivo, principal fonte de vitamina B12 da dieta
humana e tem grande impacto na economia.'? Sua qualidade pode ser percebida por atributos
sensoriais (cor, sabor e textura), nutricionais (quantidade de gordura, perfil de &cidos graxos,
proteinas, teor de vitaminas e minerais) e sanitarios (controle de microrganismos e auséncia
de residuos quimicos).®*

A oxidacdo lipidica é um dos principais fatores de perda de qualidade e aceitabilidade
da carne e seus derivados, pois resulta em perda de nutrientes e reduz a vida Gtil do produto
carneo Nas reacOes de oxidacdo lipidica, variados compostos volateis sdo produzidos, como
aldeidos e cetonas, e um dos principais produtos de oxidacdo lipidica € o malonaldeido
(MDA).>’

O MDA reage com o acido 2-tiobarbitdrico (TBA) em meio acido formando um
complexo colorido quantificado em analises de oxidacdo lipidica em produtos céarneos, e é
utilizado também como um biomarcador para avaliar o estresse oxidativo em biomoléculas
em plasma de animais.>**

O MDA é usualmente medido em espectrofotdmetro apds reagdo com o TBA, A = 532
nm, mas também pode ser analisado por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), seja
por reacdo com o TBA, por derivatizacdo com a 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) ou na
forma livre.!*** A analise de MDA por HPLC, embora seja mais complexa que a anélise por
espectrofotometria, € mais especifica e sensivel, 0 que aumenta a confiabilidade dos dados
obtidos.”

Embora a cromatografia liquida de alta eficiéncia seja bastante versatil e confiavel, a

qualidade das medicdes quimicas deve ser confirmada por meio de uma validagdo do método
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analitico™® que “deve garantir, através de estudos experimentais, que o método atenda as
exigéncias das aplicacdes analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados™.*’
O objetivo deste trabalho foi desenvolver e validar um método rapido e especifico de

quantificacdo do complexo MDA-TBA, em carnes por HPLC-PDA."

Parte experimental

Reagentes e solucdes

Metanol grau HPLC, foi obtido da J. T. Baker (Ecatepec de Morelos, México). Acido
Sulfarico e Acido Ascorbico obtidos da Anidrol (Diadema, S&o Paulo, Brasil). A agua
ultrapura com resistividade 18,2 pQ cm™ foi obtida de um sistema Milli-Q® (Millipore,
Billerica, MA, EUA). A solucéo tampdo de fosfato de sodio 10,0 mmol L™ (pH 7,00) foi
preparada a partir dos sais NaH,PO4.H,0 e Na,HPO,.7H,0 (Panreac Quimica, Castellar del
Vallés, Barcelona, Espanha), membrana de acetato de celulose 0,22 pum (Sartorius Stadies,
Goettigen, Alemanha), pHmetro Mettler Toledo (FiveEasy'"FE20, Suica). O Acido
tricloroacético (TCA) foi obtido da Vetec Quimica Fina Ltda (Rio de Janeiro, Brasil) e 0s
reagentes Acido 2-Tiobarbitdrico e 1,1,3,3-tetractoxipropano foram obtidos da Sigma-Aldrich

(St. Louis, MO, EUA).

Amostras

Para a realizacdo dos testes e validacdo do método de avaliagdo de oxidacao lipidica,

foram utilizados como matéria-prima filés de frango (Pectoralis major) e lombos suinos
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(Longissimus dorsi) congelados de diferentes procedéncias comerciais obtidos no comércio da

cidade de Londrina-PR, nos meses de novembro (filés de frango) e janeiro (lombos suinos).

Extracdo das substancias reativas ao acido 2-tiobarbitarico

Testes preliminares foram feitos e a extracdo das substancias reativas ao acido 2-
tiobarbitlrico presentes nas amostras foram readequadas a partir das condigdes iniciais
realizadas por Mendes, Cardoso e Pestana.'? Porcdes de 10,00 g de amostra (carne de frango
ou suina) foram transferidas para tubos para centrifugacdo (tipo Falcon de 50 mL) e
adicionou-se 15,00 mL de solucdo TCA, contendo TCA, 7,5% (m/v) e acido acorbico 0,1%
(m/v). Cada mistura foi homogeneizada em turrax por 1 minuto (7000 rpm), centrifugada por
10 minutos (6000 rpm, 20 °C) e filtrada em papel filtro. O extrato foi armazenado em tubos do

(tipo Falcon) para posterior reagdo com TBA.

Determinagdo de TBARS por HPLC

O preparo do padrdo de 1,1,3,3-tetraetoxipropano (TEP) em solucdo de acido sulfurico
1,0% foi realizado de acordo com o descrito por Bastos et al..'® Esta solucéo, foi mantida ao
abrigo da luz por 2 horas a temperatuda ambiente e a abosrbancia da solucdo obtida foi
medida em espectrofotobmetro UV-Vis (Libra S22, Biochrom Ltd, UK) a 245 nm para
determinacdo de sua concentracdo pela lei de Lambert-Beer, a partir da absortividade molar
do MDA de £,4snm=13700 mol™ cm™. A curva analitica foi obtida pela adicéo de padréo nas
amostras, a concentracdo variou de 8,5 x 10%a 1,4 umol L™,

Para a reacdo de derivatizacdo com TBA, seguiu-se 0 método proposto por Tarladgis,

Pearson e Dugan,™ em que 5,00 mL de solucéo de TBA 20,0 mmol L™ foram adicionados a
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5,00 mL do extrato obtido, homogeneizados vigorosamente em voértex e colocados em banho-
maria fervente por 35 minutos. O mesmo procedimento foi realizado para a obten¢édo da curva
analitica com adicédo de padrao.

Apbs o resfriamento, aliquotas das solucdes obtidas foram filtradas em filtro
descartavel para seringa com membrana Durapore® (PVDF) hidrofilica (0,22 um, Millex-

GV) e armazenadas em vials para analise por HPLC.

Condic¢bes cromatograficas

As amostras foram injetadas em Cromatografo a Liquido de Alta Eficiéncia da marca
Shimadzu modelo LC-20A Prominence (Quioto, Japdo) composto por bomba LC-20AT com
desgaseificador DGU-20A5; autoamostrador SIL-20AC; forno para coluna CTO-20A
acoplada a detector de arranjo de fotodiodos SPD-M20A e interface CBM-20A.

As condicOes de separacdo foram: coluna de fase reversa Cig (Hypersil ODS, 150 mm
X 4,6 mm, 5 um, Thermo Scientific, EUA) sendo a eluicdo em modo isocratico com fase
mével de solugdo de tampdo fosfato 10,0 mmol L™ (pH 7,00) e metanol (70:30) e temperatura
da coluna de 40 °C. O volume de injecao foi de 20,0 uL. O tempo de corrida foi de 7 minutos
e os dados foram adquiridos pelo software LC Solution (Shimadzu, Quioto, Japdo). A
deteccéo foi feita de acordo com Bastos et al."® em 532 nm. Os resultados foram expressos em

mg de MDA kg de amostra.

Validagdo do método

A validagdo do método de TBARS por HPLC foi realizada de acordo com a RDC

899/2003, da ANVISA.Y Os extratos utilizados para o ensaio de validacdo foram
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provenientes de filés de frango congelados obtidos no comércio local.

Para analisar a especificidade e seletividade foi avaliada a pureza de pico e a auséncia
de intereferentes no tempo de retencdo do complexo. Para determinar a linearidade foram
injetadas triplicatas de 6 pontos de concentracGes diferentes também em triplicata e o critério
minimo aceitavel do coeficiente de correlacdo (r) foi de 0,99. A faixa dindmica de trabalho foi
determinada pelo limite inferior da curva analitica e ponto superior da faixa linear testada.

A precisdo intra-dia foi expressa como desvio padrdo relativo (DPR) da média de 9
determinacdes sucessivas da amostra com concentragio de MDA de 0,45 pmol L™ e a
precisdo intermediaria foi obtida pela analise em 3 dias distintos, ambas foram calculadas pela

Equacdo 1, em que DP € o desvio padrdo e CMD ¢ a concentracdo média determinada.

DP
DFR = x 100 Eg.1
CMD
O limite de deteccdo (LD) foi calculado de acordo com a Equacédo 2, em que DPa é o
desvio padrdo do intercepto com o eixo do Y de 3 curvas analiticas, construidas contendo

concentragdes proximas ao suposto limite de quantificacdo, e IC é a inclinacdo da curva

analitica.

B DPax 3
T

LD Eq.2

O limite de quantificacdo (LQ) foi calculado por meio da Equacéo 3.

B DPa x 10

L
¢ Ic

Eq.3

A exatiddo foi obtida por meio de ensaio de recuperacdo para 3 diferentes
concentragdes de MDA, sendo elas de nivel médio, alto e baixo. O célculo foi feito de acordo

com a Equacéo 4.
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. concentracio média experimental
Exatidio = — — x 100 Eqg.4
concentracag teorica

A robustez do método cromatografico foi avaliada por variacbes da vazdo, nas
condicdes de 0,9 a 1,05 mL min™, da temperatura da coluna, acondicionada a 30° C, do pH do
tampdo fosfato, em pH 6,50 e pH 7,50 e nas propor¢Bes da fase movel, tampéo

fosfato/metanol (65:35) e tampéo fosfato/metanol (75:25).

Analise estatistica

Os dados obtidos foram analisados utilizando o software STATISTICA versao 7.0 for
Windows. Os resultados foram submetidos a Analise de Variancia (ANOVA) e teste de

médias de Tukey (p <0,05).

Resultados e discussao

Ajuste das condi¢des cromatogréaficas e de extracdo

Os resultados de testes preliminares do teste de substancias reativas ao &cido 2-
tiobarbitdrico por espectrofotometria, A =532 nm, utilizando filés de frango (Pectoralis major)
demonstraram que 0 processo de extracdo utilizando uma quantidade menor de solugdo de
TCA, e sem a adicdo de acido etilenodiaminotetracetico (EDTA), ndo teve diferenca
significativa (p < 0,05) (Tabela 1). Testou-se a extragéo utilizando-se 10,0g de amostra, com e
sem adicdo de EDTA (0,1% m/v), e diferentes volumes de acido tricloroacetico, 15,0 e 20,0

mL. Assim 0 método foi adaptado de Mendes, Cardoso e Pestana,'? que fizeram testes em
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peixes, evitando-se a utilizacdo desnecessaria de um maior volume de reagentes e a adicdo de

EDTA.

Tabela 1. Teste de TBARS utilizando diferentes quantidades de solucdo de TCA, com e sem
EDTA, no processo de extracdo em filées de frango para verificar as melhores condicdes

experimentais (n = 6)

Volume de TCA utilizado 20,0 mL 15,0 mL
EDTA com EDTA EDTA com EDTA
- sem sem
Quantidade de TBARS em (0.1% miv) (0.1% mAv)

mg kg de carne
9 0,198%+ 0,017 0,195*+ 0,022 0,204%+ 0,025 0,191% + 0,026

® Médias seguidas de letras iguais na mesma coluna nio diferem entre si pelo teste de
ANOVA a 5,0% de probabilidade (p > 0,05).

A concentracdo do tampéo fosfato foi ajustada e passou de 50,00 para 10,00 mmol L,
contribuindo para a preservacao da coluna cromatogréfica. Devido a possivel precipitacdo de
sais, as fases mdveis contendo tampdes em altas concentracdes devem ser evitadas. Além
disso, pode ocorrer a cristalizagdo na bomba, danificando o sistema.?*%

Com a diminuicdo da concentracdo do tampdo, o tempo de retencdo (tg) diminuiu, e
isso contribuiu para uma corrida cromatografica mais rapida. Outro fator levado em
consideracdo foi a resolucdo do pico, que aumentou com a variacdo da propor¢do de fase
movel de 65:35 para 70:30 tampéo fosfato:metanol.

O método tornou-se menos agressivo ao sistema cromatografico, com eluigdo de picos

bem resolvidos e menor tempo de analise.

Validacdo do método
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A Tabela 2 apresenta os dados obtidos na validacdo do método cromatogréafico para

analise de MDA em filés de frango.

Tabela 2. Parametros de validacdo para o método de quantificacdo de MDA em carnes por

HPLC (n = 9)
Parametro avaliado Resposta
Faixa dinamica de trabalho (pmol L'l) 8,5 X 102 a 1,4
Inclinacdo da curva analitica (umol LY 157396
Intercepto da curva (area de pico, u.a.) - 2367,18
Coeficiente de correlacéo, r 0,9985
Coeficiente de determinacéo, r? 0,9969
Soma residual dos quadrados da regresséo 8,45 x 10°
Limite de detec¢do, LD (umol L™) 1,0 x 107
Limite de quantificagdo, LQ (umol LY 3,4 x 107
Precisdo intracorrida (CV%) 0,67
Precisdo intermediaria (CV%) 4,30
0,13 pmol L™ 103,51
Exatiddo
0,43 pmol L™ 98,07

(% de recuperacéo)
1,30 pmol L™ 99,18

n = nimero de observacdes; u.a. = unidades de absorbancia; CV = coeficiente de variacéo.

A linearidade foi determinada calculando-se a regressdo linear pelo método dos
minimos quadrados para 3 curvas analiticas obtidas em triplicata com seis concentragdes
diferentes crescentes de MDA, que variaram de 8,5 x 10? a 1,4 pmol L. As curvas foram
obtidas em dias diferentes e os valores de coeficiente de correlagédo, r = 0,9985, e

determinacéo, r2 = 0,9969, (Tabela 2) apresentaram valores maiores que 0,99, podendo-se
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dizer que sdo lineares na faixa dinamica de trabalho escolhida e que os resultados obtidos se
ajustam ao modelo linear proposto, além de apresentarem baixa dispersdo. A analise grafica
dos residuos demonstrou que ndo houve heterogeneidade de variancias, o que € adequado ao
modelo linear.
A Equacdo 5 descreve a curva analitica obtida para o MDA e a Figura 1 mostra sua
representacdo grafica.
v = 157396 x - 2367,18 Eqg.5

Em que y representa a &rea de pico e x a concentragio de MDA (umol L™).

2E+05

2E+05 |

2E+05 ¢

r° = 0,9969; r = 0,9985:
y = -2367,18 + 157396 x

2E+05

2E+05 |
1E+05 |
1E+05 |

1E+05 |

Area de pico (u. a.)

BE+04
6E+04 ¢
4E+04 ¢

2E+04 ¢

0E-01

0,0 0.2 0,4 06 0,8 1,0 1,2 14 16

Concentragado de MDA (umol L'1}
Figura 1. Curva analitica obtida para o padrdo de MDA em matriz de carne de frango.

Os limites de deteccdo e de quantificacdo foram calculados a partir das curvas
analiticas e os valores encontrados foram de 1,0 x 10° pmol L™ para o LD e de 3,4 x 10
umol L™ para o LQ. Ambos os valores obtidos sdo inferiores ao primeiro ponto da curva, o

que confirma a adequacéo do intervalo escolhido como faixa dinamica de trabalho. Os valores
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de LD e LQ obtidos foram mais baixos que os encontrados por Mendes, Cardoso e Pestana,*
LD = 0,10 pmol L e LQ = 0,17 umol L™, mostrando que o método desenvolvido é mais
sensivel, 0 que é desejavel para carnes pouco oxidadas.

A precisao intermediaria (4,30%) foi avaliada com base nos dados obtidos em 3 dias
diferentes e apresentou coeficiente de variagdo menor que 0s 5% preconizados pela norma. A
precisdo intracorrida (Tabela 2) confirmou a repetitividade do método, pelo baixo coeficiente
de variacdo apresentado (0,67%) quando analisada a variacdo das areas do pico referente ao
complexo de MDA-TBA, para a mesma amostra, de acordo com o recomendado pela
norma.’

A especificidade e a seletividade foram confirmadas pela pureza do pico, visto que
espectros UV semelhantes foram obtidos (Figura 2) durante as analises de amostra pura e
amostra com adicdo do padrdo de MDA para o0 pico de interesse, e ainda pela auséncia de
picos interferentes no tg do analito (Figura 2), que foi de 3,7 minutos. O tempo de corrida
cromatografica total foi de 7 minutos.

Além do complexo de interesse, outros componentes da matriz absorvem energia na
em 532 nm, 0 que pode ser observado nos cromatogramas da Figura 2, na regido inicial que
varia. Essa variacdo na area ndo interfere na quantificacdo de MDA por cromatografia, mas
provavelmente é fonte de erros na quantificacdo de MDA por espectrofotometria, uma vez
que a absorbancia total da amostra é considerada durante esta analise, podendo levar a
superestimacdo ou subestimacédo dos valores reais de MDA na matriz. Esse fato justifica a
maior adequacdo do metodo cromatografico em relacdo ao espectrofotometrico em analises de

oxidacao lipidica.
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Figura 2. Cromatogramas (HPLC-PDA, A=532 nm) e espectros UV-Vis obtidos para: A)
Padrdo MDA (0,43 pmol L) em matriz extraida de carne de frango e; B) Amostra extraida de
carne de frango.

A exatiddo obtida foi satisfatoria para os trés niveis de concentracdo avaliados, baixo
(103,51% para 0,13 pmol L™), médio (98,07% para 0,43 umol L™) e alto (99,18% para 1,30
umol L), ficando préximos de 100%. O método mostrou-se robusto para todas as variacdes
testadas (Tabela 3). Mesmo com variacdes de temperatura da coluna em 10 unidades, a

variacdo de area foi pequena, assim como 0s outros parametros avaliados, mostrando que o

método é confiavel e robusto.
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O parametro fluxo, entretanto, s6 obteve variagdes menores que 5% nas condic¢des de
0,90 a 1,05 mL min™, em fluxos maiores observou-se um adiantamento do pico referente ao
complexo de interesse e aumento significativo de sua area. Quando os fluxos sdo maiores ou
menores que o ideal, ocorre aumento na altura equivalente a um prato teorico, perdendo
eficiéncia na separacdo, no caso do aumento de fluxo a presséo se eleva, a elui¢do do pico
ocorre antes e no caso da analise, houve aumento da area dos picos devido a perda de

resolucéo.’®?

Tabela 3. Variacdo das areas de pico em funcdo da variagdo dos parametros para teste de

robustez
Parametro avaliado Variagdo da area de pico (%)
Temperatura da coluna (°C) 30 0,52
Proporcio da fase movel 65:35 1,75
(Tampéo fosfato:metanol) 75:25 0,76
6,5 0,02
pH do tampéo
7,5 0,23
0,90 1,33
Fluxo (mL min™)
1,05 1,84

O método desenvolvido pode ser considerado validado por atender as exigéncias da
RDC n°899/2003,'" além disso, mostrou-se eficiente, sensivel e robusto, apresentando baixos
valores de LD e LQ, o que é bastante adequado para analises de carnes com baixo teor de

produtos de oxidacao lipidica.

Aplicacdo do método
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O método foi aplicado em carnes de frango e suina de diferentes procedéncias
comerciais. Os cortes foram escolhidos em virtude do valor comercial e da homogeneidade da
matriz. A carne de frango foi representada pelo filé (Pectoralis major) congelado, visto que
filés resfriados sdo minoria em representacdo comercial. Foram avaliados 9 filés de cada uma
das 4 marcas e as quantidades médias encontradas de MDA em mg kg™ de amostra estdo

apresentadas na Tabela 4.

Tabela 4. Quantidades médias de mg de MDA kg™ de filé de frango (Pectoralis major) para 4

marcas comerciais avaliadas (n = 9)

Marca mg de MDA kg de filé de frango
A 0,042° + 0,004
B 0,054° + 0,004
C 0,052° + 0,008
D 0,063% + 0,010

¢ Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Tukey a
5,0% de probabilidade (p < 0,05).

Das quatro marcas avaliadas trés apresentaram diferencas significativas entre si, sendo
que a marca D apresentou maior valor de oxidacdo lipidica (0,063 mg de MDA kg™).
Resultados de testes sensoriais descritos na literatura demonstram que seres humanos
percebem sensorialmente os sabores provenientes de oxidacdo lipidica em carnes quando

estes estdo presentes em concentracdes de aproximadamente 2,0 mg de MDA kg™ %

, € todas
as amostras apresentaram valores de concentracdo abaixo destes valores. Bergamo et al.?

encontraram o valor de 0,032 mg de MDA kg™ para filés de frango congelados avaliados por
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HPLC com detecc¢éo por fluorescéncia, valor comparavel aos obtidos pela analise por HPLC-
PDA.

As diferencas no nivel de oxidacdo lipidica entre as marcas podem ser devido a fatores
como criacdo, estresse pré-abate e procedimentos operacionais de abate e embalagem,®>?°
uma vez que todas as amostras apresentavam datas de fabricagdo proximas (intervalo nédo
maior que um més), estavam mantidas sob mesma temperatura, aléem disso, a marca que
apresentou maior oxidacao lipidica (D), ndo foi a marca que possuia data de fabricacdo mais
antiga (B). Assim como a marca de data de fabricacdo mais recente (C) ndo foi a que
apresentou a menor média de oxidacdo lipidica. Para suinos o corte analisado foi o lombo
(Longissimus dorsi) congelado de trés marcas comerciais distintas. O espectro de absorcao
UV-Vis e um cromatograma para amostra de lombo suino sdo mostrados na Figura 3. Foram

avaliadas 6 amostras de cada uma das 3 marcas e as quantidades médias encontradas de MDA

em mg kg™ de lombo suino estdo demonstradas na Tabela 5.

Figura 3. Cromatograma (HPLC-PDA, 2=532 nm) obtido para determinacédo de MDA-TBA;
em amostra de lombo suino (Longissimus dorsi) e espectro UV-Visivel.
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A marca C apresentou-se menos oxidada em relacdo as outras duas e as marcas A e B,
que nao diferiram entre si (p > 0,05). Os valores de MDA para carne suina foram todos
inferiores ao limiar de deteccdo humana de 2,0 mg.?* Apesar de o limiar de deteccdo humana
ndo ser atingido, a ingestdo dos produtos de oxidacao lipidica esta relacionada a implicagdes

patoldgicas como a génese de alteracdes ateroscleréticas.?’

Tabela 5. Quantidades médias de mg de MDA kg™ de lombo suino (Longissimus dorsi) para

3 marcas comerciais avaliadas (n=6)

Marca mg de MDA kg™de lombo suino
A 0,235+ 0,023
B 0,204% + 0,049
C 0,112° + 0,021

P Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Tukey
a 5,0% de probabilidade (p < 0,05).

Embora a composicdo de 4cidos graxos poli-insaturados seja maior em frangos,”® os
cortes de lombo suino apresentaram-se 3,4 vezes mais oxidados que os filés de frango. Isso
ocorre devido a fatores como o maior teor de mioglobina da carne suina, e consequentemente
ferro heme que catalisa as reacGes de oxidacdo lipidica. E ao maior teor de gordura em cortes
de lombo suino (3,02%), 1,7 vezes maior que em filés de frango (1,77%).

O método desenvolvido foi capaz de quantificar diferentes concentracdes de MDA em
amostras que ndo continham adi¢do de padrdo, o que é adequado e esperado na validacédo de

um método.

Concluséao
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O método desenvolvido foi eficiente na quantificacdo do complexo MDA-TBA, em
carnes comerciais de frango e suina, atendendo todos os pardmetros necessarios para
validacdo. O método tem como vantagens maior rapidez, confiabilidade nos resultados e
baixo limite de deteccdo e de quantificacdo, com faixa de trabalho que permite avaliar desde
carnes com alto grau de oxidacéo lipidica até tecidos musculares de animais recém-abatidos
com baixo grau de oxidacdo lipidica. Os filés de frango avaliados apresentaram valores
médios entre 0,042 e 0,063 mg de MDA kg™ de carne e os lombos suinos variaram entre

0,112 e 0,235 mg de MDA kg™ de carne.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O método analitico para avaliacdo da oxidacao lipidica em carnes,
pela quantificacdo do complexo MDA-TBA; por HPLC, apresentou bons parametros
de desempenho, como sensibilidade, precisdo e exatiddo assegurando sua
aplicabilidade em carnes de frango e suina. Além disso, o método desenvolvido é
rapido e possui baixo limite de deteccdo e de quantificacdo, o que é desejavel em

analises de tecidos animais recém-abatidos.
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INSTRUCTIONS FOR AUTHORS - JOURNAL OF THE
BRAZILIAN CHEMICAL SOCIETY

Submission
onling

ScholarOne)

1. Introduction

The Journal of the Brazilian Chemical Society (JBCS) embraces all aspects of chemistry except
education, philosophy and history. It is a medium for reporting selected original and significant
contributions to new chemical knowledge. The Journal publishes Articles, Communications, Short
Reports, Reviews, Accounts and Letters.

The reproduction of figures, schemes and photos already published in other publications, even if
these materials have been published by the same authors, requires the copyright permission given
by the editor house allowing the publication of the article in the JBCS.

1.1 Manuscript types

Article should be comprehensive and critical accounts of a work in a given area. Although short
articles are acceptable, the Editors strongly discourage fragmentation of a substantial body of work
into a number of short publications.

Communication should be restricted to reports of unusual urgency and significance or interest.
They should be submitted with a statement from the authors as to why the manuscript meets
these criteria. A manuscript will not be accepted if, in the opinion of the Editors, the principal content
has previously been released or published in any other medium. The communication should not
exceed 1500 words or occupy more than 3 pages of the Journal. To estimate the length of a
communication, an average sized figure is counted as 100 words and separate formulae and lines of
a table are counted as 8 words per line, including headings and horizontal rulings. Title, authors'
names and literature references are not counted.

Short Report is meant to be a concise terminal report of studies of limited scope. Manuscripts
submitted as articles or communications may, in some cases, be accepted as short reports. The
standard of quality expected in short reports is the same as in articles.

Review is normally invited by the Editors. However, the Editors welcome suggestions for reviews

considered suitable for the Journal. Be aware that the topics (items) in the Reviews must be
numbered with Arabic numerals.

In order to help the Editors in the evaluation of the suitability of a proposed Review, the authors
should previously submit by e-mail (office@jbcs.sbg.org.br) the following items:

» Asynopsis including a brief outline of the Review content;
» At least ten sample references;
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« Asummary of the lead author's academic career; 63

» A statement explaining the relevance of the topic to be reviewed and a list of the latest reviews
published on the subject, if any;

 If the text is already prepared (with the above items have been considered by the Editors), an
invitation for submission will be sent for the author;

« Ashort Curriculum Vitae (max. 100 words) with photo for each author needs to be added in the
end of the main document.

Acceptance of the synopsis does not guarantee publication of the final manuscript.

It is quite common, in Reviews, the reproduction of figures, schemes and photos already published in
other works. Even if these materials have been published by the same authors, copyright
permissions need to be given by the editorial office.

Account is published only by invitation from the Editorial Board. Like the Review, it may include
figures, schemes, structures, etc. The topics in the Account must be numbered with Arabic
numerals.

In order to help the Editors in the evaluation of the suitability of a proposed Account, authors should
previously submit by e-mail (office@jbcs.sbg.org.br) a synopsis considering the following items:

» submission of a focused and readable text, covering current areas of interest for the Chemistry
community;

« itis necessary to present topics or summaries of research in an emerging area of Chemistry,
covering only the most interesting/significant developments;

 in the conclusion section, the discussion is about possible future approaches of the Account
subject;

» a short Curriculum Vitae (max. 100 words) with photo for each author needs to be added in the
end of the main document.

In case any reproduction of figures, schemes and photos already published in other journals is
included, a copyright permission given by the editorial office of the publisher must be sent to JBCS
office.

Letter is a medium for the expression of scientific opinions and views normally concerning material
published in the Journal, but not for revision/update of the authors' own work. When a Letter
polemical in nature is accepted, a reply from the implicated parties will be requested for publication
alongside the original Letter. Contributions in this format are intended to be published as soon as
possible. No Abstract is required for letters. They should not exceed one printed page in length.

1.2 Before Beginning the Submission
Copyright License

The submission of a manuscript implies that it has not been previously published, that it is not under
consideration for publication elsewhere or that it will not be simultaneously published elsewhere in
the same format without the written permission of the Editors. Additionally, it implies that the
submitting author has the consent of all authors. By submitting a manuscript, the authors agree that
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their paper's copyright is transferred to the Brazilian Chemical Society (Sociedade Brasileira de 64
Quimica, SBQ) if and when the manuscript is accepted for publication. Accepted manuscripts and
illustrations become the property of the SBQ.

Manuscript Organization

Authors should present their materials with the utmost conciseness and clarity. The Introduction
should clearly and briefly identify, with relevant references, both the nature of the problem under
investigation and its background. Extensive reviews of the literature cannot be accepted.

In Articles and Short Reports, the Experimental section may precede or follow the Results and
Discussion section, but should be separated from it. The addition of a final section at the end of the
manuscript, which briefly summarizes the main Conclusions of the work, is recommended and
needs to be just after the Results and Discussion section.

Descriptions of experiments should be given in sufficient details to enable other researchers to
repeat them. The degree of purity of materials should be given, as well as all quantities used.
Descriptions of established procedures are unnecessary. Standard techniques and methods used
throughout the work should be stated at the beginning of the section in a Materials and/or Methods
subsection, in the Experimental section. Apparatus should be described only if it is non-standard.
Commercially available instruments should be referred to by their suppliers and models.

All new compounds should be fully characterized, which includes spectroscopic data and elemental
analyses. High-resolution mass spectra may substitute for elemental analyses if accompanied by
unequivocal proof of sample purity (melting points, copies of NMR spectra, etc.). For compounds
prepared in enantiomerically pure or enantiomerically enriched form, specific optical rotation must be
given. In cases where enantiomeric excess is determined by chromatographic and/or spectroscopic
techniques, copies of the appropriate chromatograms and/or spectra should be included as
Supplementary Information upon submission of the manuscript. Data associated with specific
compounds should be listed after the name of the compound concerned, followed by the description
of the preparation, or else presented in tabular form in the Results and Discussion section. All
spectra must be included in the Supplementary Information (SI, see Section 8).

Many theoretical and computational papers use a routine procedure based on a well-documented
method, being it semi-empirical or ab initio. It is then sufficient to name the particular variant,
referring to key papers, in which the method has been developed, to cite the computer program used
and to indicate briefly any modification made by the author.

Complementary data meant to support the analysis of Communications should be included as
Supplementary Information (SI, see Section 8).

It is the authors' responsibility to obtain permission from other publishers for the reproduction of
artwork from other journals in the reviews or in any other type of publication. Such specific Copyright
Permissionsshould be sent to the JBCS Editorial Manager. Suitable acknowledgement of

reproduction must be given in the captions.

2. Preparation of Manuscritps

General Overview:
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Font: Times New Roman 65
Font Size: 12
Font Color: Black
Spacing: double spaced
Pages: numbered consecutively
Tables, Schemes, Figures and captions: placed in the text, as close as possible to the first citation.
Figures: numbered with Arabic numerals. For full manuscripts containing material previously
published in
preliminary form, a copy of the previous communication is required and should be included at the
end of the manuscript.

Maps: insert as Supplementary Information

Main sections (Introduction, Experimental, Results and Discussion, Conclusion section) of the
manuscript should NOT be numbered, EXCEPT for Account and Review.

Supplementary Information (Sl): needs to be included at the end of manuscript, after the
Conclusions section.

It should contain RELEVANT and COMPLEMENTARY DATA to those presented in the manuscript. If
new compounds are identified or characterized, all spectra should be included (see Section 8).

Graphics/Figures/Schemes: files should be uploaded in the system individually. JBCS preference is

for files from original programs since editable files facilitate the correction of details out of JBCS
standard. Some suggested extensions:

Structures in: *.cdx (ChemDraw);
Graphics in: *.opj/org (Origin); *.xIs/xIsx (Excel);
Others in: *.cdr (CorelDraw); *.tif/jpg (Paint), etc.

If you have worked with different programs, please write to help_office@jbcs.sbg.org.br informing

which ones were used, and depending we may accept the files.

Main document (full): also keep tables/figures/schemes/equations and their legends as close as

possible of their first citation.

Main document in: *.doc/docx (Word); *.tex (LaTeX, TeX).
Details:

First Page

- Graphical Abstract (GA) (see Section 5)

Second Page

- Title
- Authors' names: full given name, followed by the middle name initial(s) and then by the full last
name.
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An asterisk (*) should follow the name of the corresponding author. 66
- Addresses: Authors are asked to provide full addresses for correspondence. The e-mail address of
the
corresponding author should be given as a footnote. If the address where the work was carried out is
different from the present address of any of the authors, a footnote indicating the current position can
be included. Each address should have a correspondent letter. As for instance:

Jailson B. de Andrade,*? Marta V. Andrade® and Heloisa L. C. Pinheiro®
Third Page

Abstracts: maximum of 150 words for Articles, Accounts and Reviews and 50 words for Short
Reports and Communications.

Keywords: a minimum of three and maximum of five. Broad-sense words such as "water" should be
avoided.

The text should start from the third page of the manuscript.

Attention: all nomenclature should be consistent, clear, unambiguous and in accordance with the
nomenclature rules established by the IUPAC, the International Union of Biochemistry, the Abstracts
Service (see Index Guide to Chemical Abstracts, 1987 and http://jbcs.sbg.org.br/iupac.html), the

Nomenclature Committee of the American Chemical Society or any other appropriate bodies. Units
and symbols should follow IUPAC recommendations. Authors will not be denied any reasonable
usage, but if non-Sl units are used for critical data or for quantities measured to a high degree of
accuracy, final numerical values should also be expressed in S| units.

Be sure that all abbreviations are once specified (as near as possible of their first citation).

3. Language, Style and Format
« Language

Only manuscripts written in English will be considered. Standard English and American English
spellings are allowed but consistency should be maintained within the manuscript.

From now on, all authors are expected to send along with their manuscript a statement from a
specialized company (or person), attesting that the text was submitted to formal English review.
Otherwise, the Editor can, at any time, ask for such procedure to warrant the English precision,
conciseness and understanding of the manuscript.

« Style and Format

» Main Sections: First initial with capital letter, bold, no final full stop. Should not be numbered,
except for Reviews and Accounts:
- Introduction
- Experimental (or Methodology in case of theoretical and computational papers)
- Results and Discussion or Results then Discussion (alternatively, Experimental may follow
Results and Discussion)
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- Conclusions 67
- Supplementary Information (if you have): include the following text just to mention (not to add

graphs and data here) the existence of the supplementary data, see the example:

Supplementary Information
Supplementary data are available free of charge at http://jbcs.sbq.org.br as PDF file.

- Acknowledgments

- References
» Sub-Sections: first initial with capital letter, no final full stop. Examples:

Reagents and equipments
X-ray data

 Formulae (compounds): should be numbered with bold Arabic numerals.

» Structural or displayed formulae must be accurately drawn and inserted in the text. All captions
should be typed below the structural or displayed formulae, together with it, in the right position.

4. Guidelines for lllustrations
General Size

The authors should think about the illustration size for double column (172 mm) of the journal. But,
the font type size of text must be consistent with the illustration since it can be reduced during
preparation of the Galley Proof.

This is important when choosing symbols for graphics, drawings, charts, photos, etc., be consistent,
make your manuscript look nicer: use the same size and same font type in graphics, schemes, etc.

4.1 Graphs and Figures (also see Section 2)

Lines and Lettering: Lines should be black and of an adequate and even thickness. Solid, broke,
dotted and dot-dash lines should be used in graphics. Particular care should be taken to ensure that
the lines in a spectrum are of adequate thickness.

Lettering should not be smaller than 7 pt (Times New Roman) and lines not thinner than 0.5 pt.
Lettering and lines should be of uniform density throughout the figures.

Labeled atoms in ORTEP (or any other) diagrams should have atom numbers in parenthesis, e.qg.,
Fe(1), C(44).

Symbols representing physical quantities should be given in italics, e.g., J (Hz), & (ppm), m/z, etc.

3 or mol L™, rather than g/cm? or

Units should be expressed in the appropriate form, e.g., g cm”
mol/L (see Section 4.5)

Graphs

- Scales: graphs should have only the minimum necessary scale divisions marked by numerals.

- Axis labels should use Sl units, separated from quantities (see details in the green book
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http://old.iupac.org/reports/1993/homann/index.html): 68

For graphs, use slashes in X and Y axes to separate axes names from units. For example: 26 /
degree; Temperature / °C; time / min; Size range / mm; Wavenumber / cm™'. Use parentheses only to
group a set of units, e.g., Concentration / (mol L") ; 103 (T/K)™, etc.

Pay close attention to the way decimal values are expressed in English. Employ dots instead of

commas.
Figures must have a high quality in order to be well reproduced. Use at least a 900 dpi resolution. If
necessary, resize to a smaller size to get higher quality.

Curves should be labeled (a), (b), (c) etc. and further information be given in the figure
legend/caption.

Data Points must be shown sufficiently large to be distinguishable. Whenever possible, they should
be marked

with the following symbols (use alternated full and open symbols):

oo, m0 AA S, O

Graphs/Figures should be pasted from their original files (Origin, ChemDraw, Corel etc.) and have
an excellent

quality. If you have to digitalize (scan) the figures (photos, for instance), choose the following scan
options: black & white (B&W), no background and minimum of 300 dpi. If you wish them to be
published online in color, send both the colored and B&W versions to the Editorial Office, matching
the captions of the figures to accommodate the alternatives.

For computer-generated artwork, background or shadings should be avoided.

4.2 Structural Formulae

Figures, schemes and structures should be drawn to fit single or double-column widths. They should
look proportional in case they are reduced.

Structures should be numbered with bold Arabic numerals, e.g.,1, 2.

All chemical structures included in the manuscript should be drawn using the same letter type (Times
New Roman or Arial), size of cyclic groups, size and thickness of chemical bonds, and, the most
important, authors should use the same standard throughout the work, including all figures,
schemes, etc.

The following organic group abbreviations may be used: Me, Et, "Pr, "Bu, *Bu, Bu, Ph, CO?R, CO?H,
PrOH.

One variable univalent substituent is indicated by R. When more than one independent variable
general substituent is present, R', R2, R3, etc. should be used.

Avariable metal may be indicated by M and variable ligands by L', L2, L3 or L1, L2, L3, etc.

4.3 Photographs

Photographs should be highly contrasted, positive and not mounted.

When necessary, the scale should be drawn on the photograph itself and not below.

Color prints are rarely reproduced satisfactorily in black and white. Original B&W photographs are
preferred to report experimental results, such as electron micrographs or to illustrate special
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equipment adaptations. 69
4.4 Colored lllustrations

Online Version
From 2010 onwards, the publication of colored illustrations will be totally free of charge in the
ONLINE version of the Journal.

Printed Version

Black & White (B&W) illustrations are free of charge. If color figures are presented in your Manuscript
(Ms), they will automatically be converted into black-and-white (except GA). Color prints rarely
reproduce satisfactorily in black and white. Thus, pay attention so that no information is missed
because of the conversion. If the authors want to have colored illustrations on the printed version,
they will be asked to pay for their cost: the current fee is 250 USD for all figures (remember that in
the online version, they are free of charge).

4.5 Tables, Data and Units

Tables

Format your table to give straightforward information to the reader. Do not use shades or bold
lettering. Indicate any extra information as a footnote with letters, e.g., a, b, c, etc. For examples, see
any "PDF" files in: http://jbcs.sbg.org.br/forthcoming_papers.asp.

Data
For negative numbers, ions and equations in text and tables use — (negative symbol) instead of -
(hyphen). Examples: ClI", -0.40, y=ax - b.

Units
Use International System Units (Sl), e.g., m, s, kg, Pa, mol L™, etc, separated from quantities with a
blank space. Example: 300 K, not 300K. See: http://old.iupac.org/reports/1993/homann/index.html.

Note: Molar (M) is no longer a valid concentration expression for IUPAC; it is suggested mol L or
mol dm, but be consistent throughout your manuscript.
For examples, see any "PDF" files in: http://jbcs.sbg.org.br/forthcoming_papers.asp

5. Graphical Abstract (GA) and Text for GA

Concerning the JBCS Table of Contents, it is expected from authors careful with their Graphical
Abstract (GA) proposition.

This way, the figure should summarize the content of the manuscript in a concise, pictorial form,
designed to capture the attention of a wide readership. The author should present a new figure,
using as an idea a key structure, a reaction, an equation, a concept, a graphic, a theorem, etc. It
should use colors as much as possible and have an artistic and imaginative idea. Short movies are
also welcome (as supplementary information (Sl)). It is not acceptable photos of commercial
equipment in GA or in the text of the manuscripts.

Pay Attention: the image should have a 900 dpi resolution (*.tiff / *.jpg or any other image file that
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can be edited and be 8 cm wide and 4 cm high). Along with the GA figure, insert a short explanatory0
text about it below (three lines at the most).
Take a look at our recent publications whose Table of Contents presents Graphical Abstracts

(http://jbcs.sbg.org.br). Therefore, be smart to advertise your manuscript: send a beautiful and

appealing graphical image.
6. Equations

When writing equations, use the Word editing equation option or any other equation editor. Equation
cannot be added in the main text as image format.

7. Reference Citation rules
 Reference numbers

Reference numbers in the text should be typed consecutively as superscripts after punctuation,
without
parentheses or brackets. Examples:

sodium salicylate,
Nishide et al.,*

by reduction of chromic acid.*®12

The cited literature should be listed on a separate page (double-spaced) in the same order it
appears in the text.

o Journal Titles

Journal title abbreviations are those defined in the Chemical Abstracts Service Source Index (see
http://www.cas.org/content/references/corejournals). If an authoritative abbreviation for a Journal

cannot be located or if the abbreviation is not obvious, the full Journal title should be cited.
» Style Rules for Year, Volume and Page
#. Author, A. C.; Author B.; Author C. F.; Abbreviation of the Journal Year, Volume, Page.

1.Author, A. C.; Author, B.; Author, C. F.; J. Braz. Chem. Soc. 2010, 21, 77.

- Author initials should be separated from each other, e.g., Author, A. C.;

- Use semi-colons to separate different author's names. No "and" is necessary in any case.
- Journal Abbreviations should come inltalics: J. Braz. Chem. Soc.

- Years - bold font: 2010

- Volume - ltalic style: 21

- Page - only the initial page, followed by dot: 77.

Examples:
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2. Varma, R. S.; Singh, A. P.; J. Indian Chem. Soc. 1990, 67, 518. 71

In case the journal is not easily accessible, the best choice is to quote its Chemical Abstracts number,
as follows

3. Provstyanoi, M. V,; Logachey, E. V.; Kochergin, P. M.; Beilis, Y. |.; Izv. Vyssh. Uchebn. Zadev.;
Khim. Khim. Tekhnol. 1976, 19, 708. (CA 85:78051s).

Pay attention to the connection words in the names, as for instance: da Silva, M. A. or Silva, M. da,
as follows:

4. Pinto, A. C.; de Andrade, J. B.; Quim. Nova 1999, 22, 448.
« Composite References

They should be used whenever possible, rather than a series of individual references, without letters
(a), (b), (c), etc. Use only a semi-colon to separate them. The style for composite references is as

follows:

5. Varela, H.; Torresi, R. M.; J. Electrochem. Soc. 2000, 147, 665; Lemos, T. L. G.; Andrade, C. H. S_;
Guimaraes, A. M.; Wolter-Filho, W.; Braz-Filho, R.; J. Braz. Chem. Soc. 1996, 7, 123; Angelo, A. C.
D.; de Souza, A.; Morgon, N. H.; Sambrano, J. R.; Quim. Nova 2001, 24, 473.

 Patents

They should be identified in the following form. Whenever possible, Chemical Abstracts numbers
should be quoted in parentheses:

6. Hashiba, I.; Ando, Y.; Kawakami, |.; Sakota, R.; Nagano, K.; Mori, T.; Jpon. Kokai Tokkyo Koho 79
73,771 1979. (CA91:P193174v)

7. Kadin, S. B.; US pat. 4,730,004 1988 (CA 110:P23729y).

8. Eberlin, M. N.; Mendes, M. A.; Sparrapan, R.; Kotiaho, T.; Br Pl 9.604.468-3 1999.

» Books
9. Cotton, F. A.; Wilkinson, G.; Advanced Inorganic Chemistry, 51" ed.; Wiley: New York, USa, 1988.

Chapter in a book: only the main title should be given, with the chapter author's name and the editor
‘s name after the title (this in italic):

10. Regitz, M. In Multiple Bonds and Low Coordination in Phosphorus Chemistry; Regitz, M.;
Scherer, O. J., eds.; Georg Thieme Verlag: Stuttgart, Germany, 1990, ch. 2.

o Software

11. Sheldrick, G. M.; SHELXL-93; Program for Crystal Structure Refinement; University of Gottingen,
Germany, 1993.
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» Web Pages 72
12. http://www.sbq.org.br/jbcs, accessed in June 2013.
« Unpublished material Reference

For material accepted for publication: in this case, the DOl number should be provided by the

authors.
13. Magalhaes, U. H.; J. Braz. Chem. Soc., DOI xx.

For other reference examples, see "PDF" files in: http://jbcs.sbg.org.br/forthcoming_papers.asp

+ Dissertation/Thesis: do not use as bibliographic reference. Include only the articles that were

produced from that research work.

8. Supplementary Information (Sl)

This material will be available online in the JBCS Page as PDF file. It should contain relevant and
complementary data to those presented in the manuscript. Their format can be: tables, graphs,
spectra, films and so on.

Any synthesized or identified compound must be accompanied by the spectra used for such
identification. This is especially important for Natural Products, Organic and Inorganic Chemistry

manuscripts in which the characterization/identification techniques are part of the work.
8.1 Manuscripts including crystallographic data
Deposition of Crystallographic Data

Prior to the submission of the typescript including crystallographic data, the author(s) should deposit,
in the relevant Data Center, the data corresponding to each structure to be reported.

Data for organometallic, organic and coordination (Werner-type) compounds should be sent to
the Cambridge Crystallographic Data Center (CCDC) by e-mail, in CIF format. More information and
a checklist of data items to be included in the deposit can be obtained from the CCDC homepage:
http://www.ccdc.cam.ac.uk/.

Data for inorganic compounds should be sent to Fachinformationszentrum Karlsruhe (FIZ) by e-
mail: crysdata@F1Z-Karlsruhe.de.

Deposition Codes

The Data Centers will provide deposition codes for each data set, which should be quoted in the
typescript under a Supplementary Information heading before the Acknowledgements.
Standard text for CCDC:

Crystallographic data (excluding structure factors) for the structures in this work were deposited in
the Cambridge Crystallographic Data Centre as supplementary publication number CCDC XXXXXX.
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Copies of the data can be obtained, free of charge, via www.ccdc.cam.ac.uk/conts/retrieving.html or'3
from the Cambridge Crystallographic Data Centre, CCDC, 12 Union Road, Cambridge CB2 1EZ, UK;
fax: +44 1223 336033. E-mail: deposit@ccdc.cam.ac.uk.

Preparation of Crystallographic Material

When the manuscript is submitted, the following guidelines should be observed:
The Abstract should not contain crystal data, but a concise statement of the main features of the
structural results.

The following crystallographic data should be given in a paragraph of a Table, in a concise format:

8.1.1 Color, habit and size of the crystal(s) used, behavior of the compound under the data collection

conditions.

8.1.2 The chemical formula should correspond to the complete chemical unit encompassing the
crystallographic

symmetry, the formula weight, F(000), the absorption coefficient and the measured and calculated
densities.

8.1.3 The unit cell parameters with esd's and the X-ray wavelength used.
8.1.4 The crystal system, space group and number of chemical units per cell.

8.1.5 Type of diffractometer used and method of data collection, total number of data collected,
number of

unique reflections, R(int) value, number of observed reflections with cut-off parameter, use or not of
absorption correction, transmission factors.

8.1.6 The final results: R, wR, S and the number of parameters refined; treatment of hydrogen
atoms; final peak

and hole in the last difference map. Only refinements on F2 will be accepted.

Discussion of the Structure

It must include a labeled diagram of the structure, a list of relevant geometric parameters -
interatomic bond distances and angles, torsion angles, hydrogen bond parameters, etc. Data of less
important parts of the structure, such as ligand sub-groups (phenyl rings, etc.) should be omitted.

8.2 Manuscripts including NMR, IR, mass spectra, etc.

Whenever a compound is synthesized or identified (new or already known), it is imperative to send all
spectral data (data and spectra) as Supplementary Information (SI) along with your submission, at
the end of your doc file.

A brief mention to the existence of complementary data should be included in the Supplementary
Information topic before the Acknowledgments section. Example:
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Supplementary Information 74

Supplementary information (Figure S1-S4, Table S1) is available free of charge at http://jbcs.org.br
as PDF file.

How to send this type of information:

Join all spectra in one Sl file. Do not forget to add captions to each one of them, identifying each
individual spectrum (e.g., Figure S1. "H NMR Spectrum of...; Figure S2. IR Spectrum of...; Figure S3.
13C{H} Spectrum of...; Table S1. Data for...). If the spectra will be digitalized (scanned), choose
options: black&white, without background and 300 dpi at least. Add this file to the end of your
manuscript, which should then comprehend one single doc file, containing GA, text with tables and
figures, and SlI.

9. Procedure for Manuscript Submission

9.1 Manuscript to be Evaluated for the First Time

The JBCS submission offers only online submission. The submissions are made using the
ScholarOne "R-

JBCS system by clicking the link “Submission online (ScholarOne)” at our website

(http://mc04.manuscriptcentral.com/jbchs-scielo).

» All the authors must have their names introduced in the platform, so fill this part and inform the
correct co-authors’ e-mail addresses in the system.
» In the ScholarOne-JBCS system, all files need to be uploaded individually:

(i) Main manuscript: as full.doc, not as full.pdf and

(ii) Figures/Schemes (just the ones from the main document), including GA image: as jpg, tiff, opj, xls,
etc (not as individual doc files or grouped in a doc file).

Figures built using Excel/Origin programs provide pictures higher quality in the final work (proof), so
upload preferentially original xls/opj files.

* In the main document (full.doc): also keep tables/figures/schemes/equations and their legends as
close as possible of their first citation.

9.2 Manuscript already Evaluated (Resubmission: Reject and
Reject&Resubmission)

In cases that the manuscript has already received a decision from JBCS Editor like Reject and
Reject&Resubmission some specific requirements are necessary:

(1) Main document: the modifications need to be highlighted with a different color guiding
Editor/Reviewers with changes made in relation to the original version (do not use the track changes
mode in MS Word).
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(2) Be sure that the Response Letter, in the place of the cover letter, itemizes each comment 75
addressed, as well as any changes made, of all Referee(s) and Editor (if so). Write a very convincing
text explaining the points that were introduced/removed, new experiments that were used. Add,
please: “Response Letter for ID JBCHS-201x-0xxx (previous ID ): ...”

(3) Replace all the files that were modified uploading with the new files.

For Reject&Resubmission decision, Authors may access the previous ID (one that received the
decision) in

the Author Center at the JBCS-ScholarOne submission site
(http://mc04.manuscriptcentral.com/jbchs-scielo at the link "Manuscripts with Decisions") and then in
"create a resubmission” to resubmit the manuscript.

With the resubmission, the manuscript will receive a new ID. The use of this link will accelerate the
evaluation since the system will keep all the decisions for the previous ID linked to the new ID.

All these actions for an already evaluated manuscript will expedite the assessment.

10. Galley Proofs - GP

The JBCS Journal Publishing Staff will contact you in the near future regarding your manuscript page
proofs (GP).

The proofs are provided for the correction of printing errors only, i.e.,the proof correction should not
be used for language or content improvement. If considered excessive, the change costs will be
charged to the author(s).

Corrected galley proofs should be returned as soon as possible (within 72 h or in 3 business
days).

Your manuscript will be published on the web only after you approve your page proofs.

11. Contacts
Address:

J. Braz. Chem. Soc.

A/C Angela Ramalho

Chemistry Institute

University of Campinas (Unicamp)
CP 6154

13083-970 Campinas-SP, Brazil

E-mails:

Angela Ramalho
Editorial Manager - JBCS
office@jbcs.sbg.org.br
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Maria Suzana P. Francisco
Editorial Manager Assistant - JBCS
help_office@jbcs.sbg.org.br

http://jbcs.sbg.org.br/instr.authors 15/15





