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RESUMO

Neste trabalho, um método Unico e rapido foi desenvolvido usando a técnica
de extracdo liquido-liquido em membrana de polipropileno microporosa de fibra oca
(HF-MMLLE) e um sistema de 96-well plate para uma determinagdo multiclasse de
alta frequéncia analitica de dez desreguladores enddcrinos (DEs), incluindo
diclofenaco, diazepam, carbamazepina, ibuprofeno, naproxeno, carbofurano,
parationa metilica, 17-a-etinilestradiol, bisfenol A e benzofenona em urina humana,
sendo quantificados e detectados por HPLC-DAD. As condicdes fixas para extragédo
dos analitos foram 1,5 mL de amostra e 300 pyL de solvente para dessorgao. Para
otimizar os parametros da técnica de HF-MMLLE foram aplicados modelos
multivariados e univariados, obtendo as seguintes condi¢@es: urina diluida a 20% em
agua ultrapura, impregnacédo de 1-octanol na membrana microporosa, 70 min para
extracdo em pH 3,00, e dessorcdo em 30 min com uma mistura de 75% de metanol e
25% de acetonitrila (v/v). Os coeficientes de determinacgéo, R?, foram < 0,9973 para o
ibuprofeno, o LOD variou de 3,3 a 16,7 ng mL* e o LOQ variou de 10 a 50 ng mL™.
As recuperacdes relativas variaram de 71% a 126% para benzofenona e
carbamazepina, respectivamente, a precisdo intradia (n = 3) variou de 0,22% para o
bisfenol A a 12,01% para naproxeno e a precisao interdia (n = 9) variou de 0,13% para
17-a-etinilestradiol a 17,76% para o diclofenaco. Diferentes amostras foram
submetidas a metodologia e a proposta foi apresentada como uma boa alternativa

para diferentes classes de compostos na urina humana.

Palavras-chave: Desreguladores enddécrinos, HF-MMLLE, multiclasse, urina, 96-well

plate.



1 INTRODUCAO

Os desreguladores endocrinos (DEs) tém atraido grande atencdo entre as
comunidades cientificas e legislativas devido a sua presenca generalizada e
capacidade de interferir nos sistemas hormonais como potenciais ameacas
cancerigenas a populagdo humana. Essa atencao esta relacionada ao alto consumo
desses compostos, pois podem ser encontrados em diferentes fontes, como drogas,
pesticidas, hormoénios e outros. Portanto, o desenvolvimento de um método de
extracdo multiclasses é de grande importancia para a determinacdo desses
compostos.

Como esses compostos muitas vezes nao sao totalmente metabolizadas pelo
organismo e sdo excretados pela urina, esta foi entdo definida como a matriz do
estudo. Como o0s compostos sao frequentemente encontrados em baixas
concentracdes e a urina é uma matriz complexa com alto teor de sais inorganicos
dissolvidos e amplas faixas de pH, o que dificulta a analise direta, € necessaria uma
etapa de preparacdo da amostra antes da injecdo e analise. O objetivo desta etapa
de preparo de amostra esta em concentrar e isolar os analitos e adiciona-los a uma
matriz compativel aos instrumentos analiticos. Consequentemente, melhora-se a
seletividade e a simplificacdo para determinacdo de diversos compostos.

Uma técnica recentemente desenvolvida é a extracdo liquido-liquido em
membrana microporosa de fibra oca (HF-MMLLE) sendo derivada da LPME, onde se
baseia em uma extracdo de membrana de duas fases com uma fase doadora aquosa
(amostra) e outra fase receptora organica separada por uma membrana microporosa,
gue no caso é utilizada uma membrana de fibra oca (HF), onde o mesmo liquido
organico é imobilizado nos poros da membrana. No preparo de amostra, o tempo das
extracbes se torna algo determinante, pois com grandes quantidades de
experimentos, a analise se torna muito demorada. Entdo para aumentar a frequéncia
analitica do método, um sistema foi desenvolvido para se realizar 96 experimentos de
forma simultanea, sendo denominado 96-well plate.

O objetivo deste estudo foi desenvolver um método multiclasse, sendo simples
e eficaz, com alta frequéncia analitica, combinando HF-MMLLE e um sistema de 96-
well plate para determinacdo de drogas (diazepam, naproxeno, ibuprofeno,
diclofenaco e carbamazepina), pesticidas (parationa metilica e carbofurano),

horménio (17-a-etinilestradiol), plastificante (bisfenol A) e filtro solar (benzofenona) em



amostras de urina com separacao e quantificacdo por cromatografia liquida de alta

eficiéncia com detector por arranjo de diodos (HPLC-DAD).



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Desreguladores endocrinos

Os desreguladores enddcrinos (DEs) foram conceituados pela Comisséo
Europeia em 1996, como sendo substancias exdgenas que fomentam efeitos
prejudiciais para um organismo intacto e suas futuras geragdes, devido a alteragdes
no sistema enddécrino.! Tem atraido grande atengdo entre comunidades cientificas e
legislativas devido a sua presenca generalizada e a sua capacidade de interferir nos
sistemas hormonais como ameacas potencialmente cancerigenas a populacdo
humana.? Essa atencdo estéa relacionada a problematica do seu alto consumo, ja que
esses compostos desreguladores podem ser encontrados em diferentes classes. Os
DEs podem ser classificados em: (i) substancias sintéticas denominadas
xenoestrogénios, a exemplo dos alquilfendis, pesticidas, ftalatos, bifenilas policloradas
(PCB), bisfenol A e agentes farmacéuticos (ex.: 17a-etinilestradiol); (ii) substancias
naturais, a exemplo dos estrogénios (ex.: estrona e 17(3-estradiol), androgénios (ex.:
di-hidrotestosterona) e fitoestrogénios.?

Em seres humanos e animais a desregulacdo endécrina € um mecanismo de
efeito relacionado ao funcionamento do sistema enddcrino. Segundo a Unido Europeia
(UE), os desreguladores enddcrinos podem: danificar diretamente um 6rgao
enddcrino; alterar diretamente a funcdo de um 6rgao enddcrino; interagir com um
receptor de horménios ou, alterar o metabolismo de um hormdénio em um &rgéo
enddcrino.* Sendo assim, a exposicdo a esses compostos pode ocasionar doencgas
como: cancer, disfuncéo no sistema reprodutor e imunoldgico, problemas na tireoide
e no sistema neurolégico, entre outros.®

Tendo em mente que diversas substancias que estao presentes no nosso dia
a dia sdo consideradas poluentes emergentes, sendo farmacos, como antibiéticos
(trimetoprim,  eritromicina, lincomicina e sulfametoxazol), analgésicos e
antiinflamatérios  (codeina, ibuprofem, acetaminofem, &cido acetilsalicilico,
diclofenaco e fenoprofem), drogas psiquiatricas (diazepam), contrastes para exames
radioldgicos (iopromide, iopamidol e diatrizoato), além de diversos produtos de higiene
pessoal como fragrancias (Musks), protetores solares (benzofenona e 3-(4-
metilbenzilideno) canfora) e repelentes de insetos (N,N-dietiltoluamida)®, e que além
do uso direto dessas substancias no cotidiano, ha ainda as rotas indiretas de

contaminacdao atraves do ar, agua e alimentos. Por exemplo, na alimentacdo deve-se



considerar a presenca de residuos de pesticidas nas hortalicas e frutas, o uso de
conservantes, hormonios e antibiéticos nas carnes ou ainda a utilizacdo de latas e
embalagens que podem conter moléculas ativas que migram e se concentram nos
alimentos. ’

Pelo fato de diversas dessas substancias agirem sobre o metabolismo
hormonal e, por sua vez, de diversas condi¢cdes patoldgicas (tais como o cancer de
mama, testiculo e prostata, além de disfuncdo reprodutiva) serem afetadas por
influéncias hormonais, € plausivel afirmar que a exposi¢cao aos poluentes emergentes,
potencialmente DEs, seja capaz de induzir efeitos adversos a salde humana.? Por
isso, o desenvolvimento de um método multiclasse € de grande importancia para
determinacao desses compostos. Neste trabalho, algumas classes de compostos de
possiveis DEs foram estudadas, dentre elas, farmacos, pesticidas, hormdnios,
plastificantes e filtros solares.

A primeira classe é a dos farmacos, que sdo utilizados em larga escala para
diferentes finalidades, tanto para humanos quanto para uso veterinario, aumentando
assim a sua preocupacao. A ocorréncia desses farmacos no ambiente depende de
variaveis, por exemplo: quantidade fabricada, dosagem, frequéncia de uso e eficacia
do tratamento de residuo. O descarte inadequado de medicamentos, principalmente
no lixo comum ou na rede de esgoto (urina), pode contaminar o solo, as aguas
superficiais, como em rios, lagos, oceanos, aguas subterrdneas e nos lencois
fredticos. ° Mas nem toda contaminacdo é proveniente do descarte inadequado,
alguns componentes sédo excretados pela urina ou pelas fezes. Entre 50% e 90% de
uma dosagem sdo excretados sem sofrer alteracdes e persistem no ambiente. Por
iSso na urina pode conter o composto ativo do medicamento, que ndo é totalmente
absorvido pelo organismo, além dos seus metabdlitos. ° Neste estudo foram
analisados cinco farmacos, diazepam (tranquilizante), naproxeno, ibuprofeno,
diclofenaco (ambos séo analgésicos/anti-inflamatorios) e carbamazepina (utilizada
como anti-epilético).

A segunda classe é a dos pesticidas, que séo compostos quimicos amplamente
utilizados para controlar ou destruir pragas agricolas que afetam as culturas, o que
resulta na melhoria da producéo de alimentos em todo o mundo.!! Esses compostos
se tornaram amplamente disponiveis comercialmente, sendo utilizados de forma

irregular em muitos paises, causando danos a saude humana com casos nhao



intencionais de intoxicacdo. A parationa metilica e o carbofurano foram proibidos no
Brasil,!? mas sdo muito utilizados de forma ilegal.

Aterceira classe é a dos hormonios, que sédo substancias biologicamente ativas
responsaveis pelo funcionamento normal de véarios 6rgéos e regulam a diferenciacéo
sexual, podendo ser naturais ou sintéticos.*® Um dos principais hormonios sintéticos é
o 17a-etinilestradiol, que é um composto utilizado no mundo inteiro como
contraceptivo.'* Acaba despertando uma maior preocupacdo devido a sua poténcia e
pela quantidade continua introduzida no ambiente.1®

O bisfenol A € uma substancia amplamente utilizada em processos industriais
como mondmero na producao de policarbonato e resinas epoxi, resinas de poliéster-
estireno insaturadas e retardantes de chama.'* Este composto faz parte da classe dos
plastificantes, que sdo compostos organicos adicionados a materiais poliméricos, com
intuito de facilitar a producéo e aumentar a flexibilidade e a resisténcia do produto em
seu estagio final.1® Ele é usado em revestimento de algumas latas de alimentos e
estudos demonstram que residuos de bisfenol A podem ser encontrados em alguns
alimentos devido a sua migracédo das embalagens.’

A Ultima classe € a dos filtros solares, que sdo substancias organicas ou
inorganicas de uso topico, com capacidade de refletir ou absorver as radiacdes
ultravioleta que atingem a pele, minimizando os efeitos causados pelo sol. A
benzofenona é um exemplo de filtro solar quimico, que absorve a energia
eletromagnética na faixa denominada ultravioleta e a emite sob outra forma, a qual
protege a pele da totalidade das radiacbes UVB e grande parte da UVA. A
benzofenona-3 apresenta excelente estabilidade fotoquimica, mas ndo € totalmente
tolerada e é responsavel por diversas reagées alérgicas ou dermatites de contato.!®

Todos esses analitos, diazepam, naproxeno, ibuprofeno, diclofenaco,
carbamazepina, parationa metilica, carbofurano, 17a-etinilestradiol, bisfenol A e
benzofenona sdo excretados através da urina por ndo serem totalmente
metabolizados pelo organismo humano podendo causar problemas, dentre eles, a
desregulacéo do sistema enddcrino, sendo assim, foi definida como a matriz para a
determinacdo desses compostos. Algumas das suas propriedades fisico-quimicas

estdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1: Desreguladores enddcrinos e suas propriedades.



Analito Estrutura Classe pKa Log Kow Ref.
Carbamazepina a Farmaco 13,9 2,45 19
cen | N
OA\NHZ
Diclofenaco Cr Farmaco 4,15 4,51 19
LA
(DCL) &l f.l-.ﬂ_..ﬁ_ >
Diazepam Farmaco 3,3 3,08 20
(DIA)
Ibuprofeno OH Farmaco 4,4 3,84 21
(1IBU) °
Naproxeno Farmaco 4,15 3,18 19
(NAP) o 1 on
Carbofurano HSC\NfLO,N\)‘iN/CHa Pesticida - 1,8 22
(CBF) HoeS G
Parationa 2, Pesticida - 1,8 22
o i
Metilica O\o’g‘o/\
(MPT) A
17 a- _CH Hormonio 10,7 4,12 23
etinilestradiol /*
AT
(EE)
Bisfenol A Plastificante | 9,78- 4,04 24
(BPA) HO OH 10,39




Benzofenona 0 Filtro solar 3,79 25

(BZF) O O

Fonte: Autoria propria (2019).

2.2 Urina

A urina é uma das matrizes bioldgicas mais amplamente analisadas devido a
sua pronta disponibilidade e coleta ndo invasiva em comparagdo com sangue, Soro,
fluidos amniéticos, contelido gastrico ou tecidos especificos, entre outros. 26 A andlise
direta da urina seria ideal, entretanto, na maioria dos casos, néo € viavel devido a
complexidade inerente as amostras de urina, o que limita a seletividade e a
sensibilidade das determinacdes.?” O alto contelido de sais inorganicos dissolvidos,
suas variacOes lote a lote, as amplas faixas de pH e forca ibnica sdo algumas das
dificuldades relacionadas a analise desta matriz. Por exemplo, é relatado que o pH da
urina esta na faixa de pH 5-8, com forcas ibnicas variadas, dependendo do nivel de
desidratacdo e dos habitos alimentares do paciente. 22 A complexidade inerente a
urina dificulta a andlise direta e limita a sensibilidade e a seletividade na maioria das
aplicacoes. Por esses motivos, € necessaria uma etapa de preparacdo da amostra

realizada antes da injecdo do analito.?®

2.3 Preparo de amostra

Devido a complexidade das amostras biolégicas, o preparo de amostras € uma
parte fundamental para andlises quimicas e biolégicas e pode ser considerada uma
etapa importante em um procedimento analitico. Por isso, é um requisito essencial
para o estabelecimento de um método cromatogréafico sensivel e seletivo destinado a
andlise de tracos em matrizes complexas, como a urina.?® Os métodos de preparo de
amostras tém evoluido para atender as demandas analiticas e acompanhar o aumento
da eficiéncia cromatogréfica, resultante das novas instrumentacbes e fases
estacionarias.

O principal objetivo de um preparo de amostra é a remocao de possiveis
interferentes presentes na matriz, concentragdo dos analitos e, se necessario,

adequacéo dos analitos para deteccéo e/ou separacéo instrumental. 3 Com o tempo,



foram desenvolvidas técnicas de preparo de amostras que hoje em dia séo
consideradas técnicas tradicionais, tais como a extracao liquido-liquido (LLE) e a
extracdo em fase sélida (SPE).%? Apesar de serem técnicas que tem alta eficiéncia de
extracdo, possuem algumas desvantagens, as técnicas de LLE laboriosa, requisitando
grandes volumes de solventes organicos nas extracoes e subsequentemente
necessidade de um procedimento de evaporacao para se obter uma concentracéao do
analito significativa para analises em nivel traco. Além disso, a evaporacdo dos
solventes no ambiente do laboratério pode causar prejuizos a salide do analista.3 Ja
a SPE traz algumas vantagens em relacdo as outras duas técnicas pois menores
volumes de solventes organicos sao utilizados nas extragdes que ocorrem no interior
de cartuchos comerciais utilizados apenas uma Unica vez, mas traz como
desvantagem a grande quantidade de residuos gerada.®*

Muitos estudos estdo sendo desenvolvidos para melhoria dessa importante
etapa em um procedimento analitico, para que ocorra uma simplificacéo,
miniaturizacao e automatizacéo, reduzindo a utilizagéo de solventes e resultando em
processos menos agressivos ao meio ambiente, mantendo uma boa eficiéncia de
extracdo. %° Dentre as técnicas desenvolvidas, ganharam destagque as chamadas
técnicas miniaturizadas de preparo de amostras, as quais tiveram grande impulso com
o desenvolvimento da microextracdo em fase solida (SPME) proposta por Pawliszyn
e colaboradores no ano de 1990.3¢ E em 1996 foram apresentados os primeiros
trabalhos sobre a utilizagdo da microextracdo em fase liquida (LPME) introduzidos por
Dasgupta et al.3’ e Cantwell et al.® Partindo-se dos trabalhos pioneiros e das
propriedades que as técnicas de microextracdo vinham apresentando, outras
variantes comecaram a ser desenvolvidas, com destaque para as derivadas da LPME,
como a HF-LPME.

2.4 Microextracdo em fase liquida suportada com fibra oca (HF-LPME)

A Microextracdo em fase liquida suportada com fibra oca (HF-LPME) é uma
variante da LPME que foi introduzida no final da década de 1990, sendo uma
alternativa atraente as técnicas convencionais, uma vez que nestas, a extracao
demora muito, requer muito solvente, sdo métodos relativamente caros e aumenta a
poluicdo ambiental com a grande geracdo de residuos téxicos. 39

A HF-LPME baseia-se na utilizagdo de uma membrana oca hidrofobica que é

recoberta por um solvente organico que seja imiscivel em agua. No interior da



membrana sdo empregados alguns microlitros de um solvente (organico ou aquoso),
o qual sera o solvente receptor. A fase doadora serd a matriz aquosa que contém o0s
analitos a serem estudados.*° O tamanho da membrana pode variar de 1,0 a 1,5 cm.

A imobilizacao do solvente ocorre pela imersédo da membrana oca, por poucos
segundos, no solvente organico, o qual imediatamente flui para os poros por forca
capilar. Os analitos serdo extraidos da amostra aquosa através da membrana liquida
formada e passam entdo para a fase receptora. Posteriormente a extracéo, o solvente
presente no interior na membrana é retirado com ajuda de uma microsseringa e levado
para a analise instrumental. 4!

A microextracdo em fase liquida utilizando membrana oca apresenta duas
formas basicas: utilizacdo de duas ou trés fases. No sistema utilizando duas fases, o
analito € extraido de uma amostra aquosa (fase doadora) através de um solvente
imiscivel com a agua, o qual € imobilizado nos poros da membrana para formar a
membrana liquida suportada (SLM), e utiliza-se também esse mesmo solvente
organico no interior dessa membrana (fase extratora). Neste sistema, os analitos séo
extraidos por difusdo passiva da amostra aquosa (solucéo doadora) diretamente para
a solucdo organica receptora.*?

No sistema utilizando trés fases, o analito € extraido de uma solucdo aguosa
(fase doadora) através de um solvente orgéanico imobilizado nos poros de uma
membrana oca (fase organica) para uma nova fase aquosa (fase receptora) presente
no interior da fibra oca. A fase organica, nesse caso, funciona como uma barreira entre
a solucéao receptora e a solucao doadora, essa barreira ndo permite a mistura dessas
duas fases aquosas. No sistema de HF-LPME utilizando trés fases, os analitos sdo
extraidos mediante difusdo passiva da amostra aquosa (fase doadora), através do
solvente organico imobilizado nos poros da membrana oca (fase organica) e,
posteriormente, pela fase receptora aquosa presente no interior dessa membrana.*?
Quando se usa trés fases, a solucao receptora é aquosa, e os compostos utilizados
sdo os que sofrem ionizacdo. Assim na matriz aguosa esses analitos encontram-se
na forma neutra para possuir afinidade pela membrana e quando eles entram em
contato com a fase receptora sdo ionizados.*? Na Figura 1 estdo representados
esquemas dos constituintes de um dos sistemas de HF-LPME utilizados, um com trés

fases (a) e outro com duas (b).



Figura 1. Esquema dos modos de extracdo utilizados em HF-LPME. Fonte: adaptado

de Lee et al.**
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2.5 Extracdo liquido-liquido em membrana microporosa com fibra oca
(HF-MMLLE)

Uma variacdo da HF-LPME é a extragdo liquido-liquido em membrana
microporosa (HF-MMLLE), esta foi desenvolvida em 2007 por Zorita e
colaboradores,* o grande diferencial do método é ndo empregar solvente no interior
da membrana, apenas nos poros da mesma. A técnica baseia-se em uma extracéo
de membrana de duas fases com uma fase doadora aquosa (amostra) e outra fase
receptora organica separada por uma membrana microporosa, no caso é utilizada
uma membrana de fibra oca (HF), onde o mesmo liquido orgéanico é imobilizado nos
poros desta membrana. A MMLLE é preferencialmente usada para compostos
organicos em sua forma neutra e/ou mais hidrofobicos. As principais vantagens das
técnicas de extracdo baseadas em membranas por MMLLE, séo alta capacidade de
analito (coleta em um liquido em vez de usar adsor¢éo), baixo consumo de solvente
organico, facil manuseio e baixos custos de analise.*® Esta técnica pode ser realizada
incorporando um sistema semi ou totalmente automatizado para extracdo dos

analitos.



2.6 Sistema de 96—well plate

Na maioria das vezes o preparo de amostra tende a ser demorado, por isso a
automatizacdo ou semi automatizacdo permite que as etapas de preparacdo sejam
facilitadas e as torna mais rapidas. A técnica HF-MMLLE pode ser realizada
incorporando um sistema para extragdo/dessorcao dos analitos. Neste trabalho, foi
utilizado o sistema de 96-well plate que aumenta a frequéncia analitica do método,
pois diminui o tempo necessario para realizacdo de todas as extragées, uma vez que
podem ser realizadas até 96 ao mesmo tempo, minimizando os custos e apresentando
uma boa precisdo.*’

A amostra contendo os analitos € introduzida em um conjunto de espacos
denominado poc¢os contendo um volume de até 2 mL. Em uma escova, contendo até
96 pinos, sao incorporadas as membranas da fase extratora, estando presentes em
cada pino. Também pode ser realizada a etapa de dessorcdo, sendo introduzido um
solvente em pogos contendo volumes de 0,5 mL. Na Figura 2 estdo apresentadas as

principais partes para um sistema semiautomatico de 96-well plate.

Figura 2 - a) Sistema semiautomatico 96-well plate; b) pinos contendo a
membrana da fase extratora; c) po¢os para introdugdo da amostra. Fonte: autoria

prépria 2019.




3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O objetivo deste estudo foi desenvolver um método multiclasse, combinando
HF-MMLLE e um sistema 96-well plate para determinacdo de farmacos (diazepam,
naproxeno, ibuprofeno, diclofenaco e carbamazepina), pesticidas (parationa metilica
e carbofurano), hormonio (17-a-etinilestradiol), plastificante (bisfenol A) e filtro solar
(benzofenona) em amostras de urina com separacdo e quantificacdo por
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos (HPLC-
DAD).

3.2 Objetivo especifico

e Preparar as membranas para uso no sistema de 96-well plate.

e Otimizar da separacéo e detec¢do dos compostos no sistema de HPLC-DAD.

e Otimizar os parametros para extragdo por HF-MMLLE, como tempo de
extracdo, pH, diluicdo da urina, solvente extrator na membrana e para a
dessorcdo, como tempo e solvente (ou misturas).

e Obter os parametros de mérito como limites de quantificacdo e deteccéo, faixas
lineares de trabalho, coeficientes de determinacao, recuperacdes relativas e

precisao intradia e interdia.

Aplicar a metodologia desenvolvida em amostras reais.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Reagentes, materiais e amostras

Os padrbes analiticos para todos os analitos foram obtidos na Sigma Aldrich
(St. Louis, MO, EUA), com os seguintes graus de pureza: diclofenaco (DCF) (99%),
diazepam (DZP) (98%), carbamazepina (CBZ) (98%), ibuprofeno (IBF) (98%),
naproxeno (NPA) (98%), carbofurano (CBF) (99%), parationa metilica (MPT) (99%),
17-a-etinilestradiol (EE) (99%), bisfenol A (BPA) (99%) e benzofenona (BZF) (98%).
Os solventes metanol (MeOH) e acetonitrila de grau cromatografico (ACN) foram
obtidos da J.T. Baker (Mallinckrodt, NJ, EUA) sendo 99,95% e = 99,9%,
respectivamente. A agua ultrapura (UP) foi produzida em um sistema de agua de

purificacdo (Mega Purity, Billerica, EUA). O acido férmico (98%) para ajuste do pH da



fase mével no sistema HPLC foi obtido da Sigma Aldrich. As membranas ocas de
polipropileno PP300/1200 Accurel® utilizadas neste estudo (diametro interno de 1,2
mm, espessura de 300 mm e tamanho de poro de 0,2 mm) foram obtidas na
Membrane (Wuppertal, Alemanha). Para impregnacdo na membrana microporosa, 0s
solventes hexano, n-octano, 1-octanol e acetona foram adquiridos da Sigma Aldrich
(Milwaukee, WI, EUA) e todos os solventes tém pureza de grau cromatografico (=
99,9%). Os frascos de 2 mL foram usados para coletar solvente de dessorcao antes
da inje¢ao no sistema HPLC. As amostras de urina foram coletadas em frascos de
PTFE selados, mantidos refrigerados a 4°C e periodicamente coletados. Para o
desenvolvimento do projeto, uma urina de uma voluntaria saudavel foi coletada, sem
nenhum dos compostos. Para aplicar o método proposto, foram analisadas seis urinas

de voluntarios que usam ou tém contato possivel com os analitos.

4.2 Instrumentacgao

Para a separacdo e quantificacdo dos analitos, um cromatdgrafo liquido
(modelo LC 20AT) e um detector de matriz de diodos (modelo SPD-20A série) foram
obtidos da Shimadzu (Kyoto, Japéo). O injetor manual Rheodyne 7725i (Rohnert Park,
CA, EUA) conectado ao sistema possui um loop de 20 uL. A coluna utilizada € uma
C18 com dimensdes de 250 mm de comprimento x 4,6 mm i.d., espessura de filme de
5 um (Kinetex, Core-Shell Technology, Phenomenex). Para a separacdo dos analitos,
foi utilizado um gradiente de fase mével com ACN (A) e UP (B) acidificado com H2COz2
0,1% (v/v) e a condi¢do cromatografica a seguir: 50% de ambas as fases mantidas
até 15 min; a fase A aumenta para 70% até 20 min; até 25% a condicéo inicial é
restaurada. Para a quantificacdo, os comprimentos de onda monitorados foram
estabelecidos de acordo com os dados da literatura, sendo CBZ, BPA e EE em 284
nm, DZP, IBP, BZ3 e NPA em 230 nm, DCF em 276 nm e CBF e MPT em 200 nm. O
software da solucdo LC (Shimadzu, Kyoto, Japéo) foi utilizado para avaliar os dados
obtidos. Em combinacdo com HF-MMLLE, foi utilizado um sistema de 96-well plate
obtido da Pas Technologies Inc. (Bruder Mannesmann Werkzeuge, Remscheid,
Alemanha), sendo as etapas de extracdo e dessorcao realizadas em placas de
polipropileno de 96 pogos com fundo 2 mL e 0,5 mL (Axygen Scientific, CA, Califérnia),
respectivamente. O volume utilizado nessas etapas sem vazamento foi de 1,5 mL e

0,3 mL para extracao e dessorcéo, respectivamente.



4.3 Preparacdo de HF-MMLLE em sistema de placas de 96 pocos, etapas
de extracdo e dessorcao

A preparacdo da membrana microporosa é simples e rapida, onde um tubo
cilindrico de polipropileno é cortado em pedacos de 1 cm e lavado em acetona para
remover possiveis contaminantes.*® Apés a lavagem, as membranas sédo acopladas
ao sistema de 96-well plate através dos pinos na escova do sistema. Eles séo imersos
em 0,5 mL de l-octanol por 10 s para impregnacdo com solvente para criar a
membrana liquida suportada (SLM). O [limen da membrana € usado para encaixar 0s
pinos e um pegueno espaco € deixado abaixo da membrana para garantir que nao
haja solvente dentro da membrana e para evitar possiveis perdas devido a
instabilidade causada pela agitacdo orbital do sistema, garantindo assim o conceito
de HF-MMLLE. Apoés a preparacao, as otimizacfes foram realizadas com as placas
de fundo redondo de 2 mL para extracdo, com um volume final de amostra de 1,5 mL,
sendo o procedimento realizado em 70 min com pH ajustado para 3,00 e a urina
diluida a 20% em UP. Para dessorc¢dao, foram utilizadas placas de fundo afunilado de
0,5 mL com volume final de 0,3 mL para solvente e processadas em 30 min com uma
mistura MeOH/ACN (75:25) (v/v). O conteudo final € coletado em frascos de 1 mL para
inje¢cado posterior no sistema HPLC-DAD. As duas etapas foram realizadas sob
agitacao constante e orbital gerada pelo sistema de 96-well plate.

4.4 Otimizacao dos Parametros para HF-MMLLE

4.4.1 Otimizacao da diluicdo da urina
Primeiramente foi determinada a diluicdo da urina de forma univariada em trés
diluicdes e com a urina sem diluicdo. Para este procedimento realizou-se a extracao
com condicdes de concentracdo 300 pg Lt do MIX, volume de amostra de 1,5 mL,
sem adicao de sal, pH igual a 6,00 e tempo de extracao de 1 h. Para a dessorgéo, foi

utilizada uma mistura de MeOH/ACN, com proporc¢éo de 1:1, sendo o volume de 300

ML.

4.4.2 Otimizacao do Solvente de Dessorcgéo
A escolha dos solventes de dessorcdo foi realizada atravées de um
planejamento de superficie triangular. As extraces foram realizadas em um periodo
de 1 h, com concentracédo de 300 pg L do MIX e volume final de 1,5 mL. A etapa de

dessorcéo foi realizada com volume final de 300 pL e tempo de 15 min de dessorcao.



Os solventes testados foram acetonitrila, metanol e acetona, sendo a razdo entre eles

apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2 - Razdo entre os solventes de dessorcdo para o planejamento de

superficie triangular.

Acetonitrila Metanol Acetona

Experimento %) vV | B MW | ) (V) (W)

1 1,000 300 0,000 0 0,000 0

2 0,000 0 1,000 300 0,000 0

3 0,000 0 0,000 0 1,000 300

4 0,500 150 0,500 150 0,000 0

5 0,000 0 0,500 150 0,500 150

6 0,500 150 0,000 0 0,500 150

7 0,667 200,10 0,167 49,95 0,167 49,95

8 0,167 49,95 0,667 200,10 0,167 49,95

9 0,167 49,94 0,167 49,95 0,667 200,10

10 0,333 100,00 0,333 100,00 0,333 100,00

11 0,333 100,00 0,333 100,00 0,333 100,00

12 0,333 100,00 0,333 100,00 0,333 100,00

4.4.3 Otimizacao do Tempo de Dessorcao

Para este procedimento realizou-se a extragdo com condi¢cdes de concentracao

300 pg Lt do MIX, volume de amostra de 1,5 mL, sem adicéo de sal, pH igual a 6,00

e tempo de extracdo de 1 hora. Para a dessorcédo, foi utilizada uma mistura de



MeOH/ACN, com proporcéo de 2:1, sendo o volume de 300 pL e univariado em 3

tempos escolhidos de 10, 20 e 30 min, todos realizados em triplicata.

4.4.4 Otimizacao do Solvente Organico na Membrana
A escolha do solvente organico que foi impregnado na membrana foi realizada
através de um planejamento de uma superficie ternaria do tipo Simplex Centroide
(12 experimentos, sendo 10, 11 e 12 a triplicata do ponto central). O procedimento
de extracdo foi realizado em 1 hora com volume de amostra de 1,5 mL. Para a
dessorcéo, foi utilizada uma mistura de MeOH/ACN, com proporcao de 2:1, sendo
volume final de 300 pL. Os solventes testados foram iso-octano, 1-octanol e hexano

sendo a razao entre eles apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3. Raz&o entre os solventes na membrana para o planejamento de uma

superficie ternaria do tipo Simplex Centroide.

_ Iso-octano 1-Octanol Hexano
Experimento | (%) (VW) (W) | (&) (MW | () (V)W

1 1,000 | 300 0,000 0 0,000 0

2 0,000 0 1,000 300 0,000 0

3 0,000 0 0,000 0 1,000 300

4 0,500 150 0,500 150 0,000 0

5 0,000 0 0,500 150 0,500 150

6 0,500 150 0,000 0 0,500 150

7 0,667 | 200,10 | 0,167 | 49,95 | 0,167 | 49,95

8 0,167 | 49,95 | 0667 | 200,10 | 0,167 | 49,95

9 0,167 | 49,94 | 0,167 | 49,95 | 0,667 | 200,10

10 0,333 | 100,00 | 0,333 | 100,00 | 0,333 | 100,00

11 0,333 | 100,00 | 0,333 | 100,00 | 0,333 | 100,00




12 ‘ 0,333 100,00 ‘ 0,333 100,00

100,00 ‘ 0,333

4.4.5 Otimizacao de Tempo de Extracao e pH da Amostra

A Ultima otimizacéo foi baseada no planejamento multivariado Doehlert. Para a
extracdo, manteve-se 300 ug L do MIX, volume final de 1,5 mL. Para a dessorcéo, o
volume final foi de 300 pL, com tempo de 20 min e solventes MeOH/ACN (2:1). Na
Tabela 4 € apresentado a propor¢cdo entre o tempo de extracdo e o pH da amostra.
Os experimentos de 1 a 6 foram realizados em duplicata e 7, 8 e 9 séo a triplicata do
ponto central.

Tabela 4. Experimentos para otimizagcdo do tempo de extracdo e pH da

amostra pelo planejamento Doehlert.

Tempo~de pH da Amostra TempoNde pH da Amostra
Extracao Extracao

-1,00000 -1,00000 10 min 6
-1,00000 1,00000 25 min 3
1,00000 1,00000 25 min 9
1,00000 -1,00000 55 min 3
0,00000 0,00000 55 min 9
-1,00000 1,00000 70 min 6
-1,00000 -1,00000 40 min 6
1,00000 -1,00000 40 min 6
1,00000 1,00000 40 min 6

4.5 Parametros analiticos de mérito e analise de amostras reais de urina

Para obter os parametros analiticos de meérito, foram realizadas curvas de
calibracdo na matriz de urina da voluntaria, com 8 pontos em triplicata cada. O limite
de quantificacao (LOQ) foi definido como o primeiro ponto da curva de calibragao para
cada analito e o limite de deteccao (LOD) foi definido como o LOQ dividido por 3,3.
Os coeficientes de determinacéo (R?) foram obtidos das curvas de calibracdo. Para
obter a precisdo do método, a recuperacdo relativa (RR) foi usada em 3 concentragdes
diferentes e em triplicata, cada uma sendo calculada de acordo com as equacdes



obtidas para cada analito. A precisédo foi calculada pela intradia (PA) realizada no
mesmo dia (n=3) e precisdo interdia (PE) em trés dias diferentes (n=9) usando o
desvio padréo relativo (RSD). A robustez foi estudada pelos métodos de Youden e
Lenth com 95% de confianga (a = 0,05) dos resultados. As seis amostras reais de
urina sdo analisadas aplicando o método otimizado e os parametros analiticos de

meérito obtidos para quantificar a presenca ou nao dos analitos.

5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Separacdo cromatografica

Inicialmente, foi otimizada a separacdo cromatografica utilizando uma solugéo
de trabalho de 10 mg L contendo todos os analitos preparados em metanol. Foi
empregado um gradiente de solvente com acetonitrila e &gua ultrapura, apenas a agua
foi acidificada com &cido férmico, totalizando 25 min de corrida cromatografica. A
identificacdo dos analitos foi confirmada com a injecdo dos padrbes analiticos

individuais.

Figura 3. Separacao cromatografica dos analitos seguida na faixa de 200 a 284
nm (carbamazepina (CBZ), carbofurano (CBF), bisfenol A (BPA), 17-a-etinilestradiol
(EE), diazepam (DZP), parationa metilica (MPT), benzofenona (BZ3), naproxeno
(NPA), ibuprofeno (IBF) e diclofenaco (DCF)).
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Observando a Figura 3, pode-se concluir que houve uma boa separacao
cromatografica dos compostos em estudo. Sendo assim, prosseguiu-se com as

otimizagBes do método.

5.2. Otimizacao das condi¢des do sistema HF-MMLLE

5.2.1 Otimizacao da diluicdo da amostra na urina
A primeira etapa da otimizacdo comeca com o estudo do efeito da matriz de
urina diluida em até 40x seu volume. A urina possui uma composicao heterogénea,
compreendendo sais, proteinas, macromoléculas, entre outros. Assim, interferéncias
e problemas na eficiencia da extragdo podem prejudicar a quantificacdo dos
compostos alvo. A Figura 4 mostra os resultados para a urina ndo diluida (ND) e
diluida 10, 20 e 40 vezes em agua UP, e a triplicata de cada condicdo com as areas

cromatograficas de maior resposta é usada.

Figura 4. Grafico de barras para otimizac¢ao univariada da diluicdo da urina nas
condi¢Bes: ndo diluido, 10, 20 e 40x diluido em agua ultrapura. A extracdo foi realizada
por 1 hora com 1-octanol em SLM, 300 pg L* de fortificacdo, sem ajuste de pH e
volume de amostra de 1,5 mL. A dessorg¢ao foi realizada por 15 min com 150 pL de
ACN e 150 pL de MeOH.

da do pico

Za

Area media normali

CEF  MPT

=

EE MNAF IBF DCL

BHC B10x B20x @40

Considerando as respostas obtidas, em 20x diluida, os analitos ja estdo mais
disponiveis para extracdo, considerando a presenca de compostos organicos e

inorganicos em sua composicdo e obtendo respostas satisfatorias para todos os



analitos com baixos desvios padrao relativos (RSD). Além disso, ndo se dilui muito os
analitos, uma vez que matrizes reais serao afetadas pela adicdo de agua UP. Portanto,

esse valor foi selecionado como uma condi¢cdo de compromisso.

5.2.2 Otimizacao da etapa de dessorcgéo
A etapa de dessorcéao foi realizada antes da extragcéo para garantir a dessorcao
maxima dos analitos e evitar o efeito de memoria, levando a maior RSD e problemas
na continuacdo do estudo. A primeira otimizacdo da dessorcdo é o solvente que
garantira que a interacao fase extratora-analito seja “quebrada”. O simplex centroide
foi aplicado para avaliar qual solvente ou mistura tem o melhor desempenho e na
Figura 5 a superficie de resposta resultante das areas médias cromatograficas é

apresentada e uma triplicata é aplicada no ponto central.

Figura 5. Superficie triangular para dessor¢cdo de solvente usando agua ultra
pura (UP), acetonitrila e metanol. A extracao foi realizada por 1 hora com 1-octanol
em SLM, 300 ug L de fortificacéo e 20x de urina diluida com volume de amostra 1,5

mL. A dessorcéo foi realizada por 15 min com 300 pL de solventes.
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Os solventes utilizados foram selecionados de acordo com a compatibilidade
com o sistema HPLC-DAD e possiveis interacbes com 0s analitos por seus grupos
funcionais. Para a superficie obtida com R2 = 0,9726, apresenta uma boa relacdo dos
resultados e indica que na regiao de 50% a 100% de MeOH, os resultados s&o os que



apresentam maiores respostas. Portanto, uma proporcéo de 75:25 (v / v) de MeOH:

ACN foi selecionada como a condicéo ideal.

Posteriormente, foi avaliado o tempo de dessor¢cdo necessario para garantir a
maxima transferéncia de massa dos analitos da fase extratora SLM para o solvente
de dessorcao. A Figura 6 mostra as respostas em triplicata para cada condicéo e as
médias geométricas das areas cromatograficas. Os tempos estudados foram de 10,
20 e 30 min e pode ser observado um valor crescente, indicando que s&o necessarios
tempos mais longos para aumentar a resposta analitica. No entanto, para néo
prejudicar a frequéncia analitica do método, foram estabelecidos 30 min para

continuar os estudos de extracao.

Figura 6. Gréfico de barras para otimizacao univariada do tempo de dessorcao
nas condicdes: urina diluida 20x, tempo de extracdo de 1 hora com 1-octanol em SLM,
300 pug mL*? de fortificacdo, sem ajuste de pH e volume de amostra de 1,5 mL. A
dessorcéo foi realizada com 150 pL de ACN e 150 pL de MeOH.

Area media normalizada do pico
oh
[

1]
=
1]
i
i
i
i
i
i
i
i
i
i
=
#

=1

CBZ DIA DCL CBF MPT EPA

IEF

Bl0min B20min B30 min

5.2.3 Otimizacao da etapa de extracao
O fator crucial das técnicas baseadas em membrana s&o os solventes
organicos impregnados nos poros da fibra oca, formando uma membrana liquida
suportada (SLM), onde os analitos serdo extraidos pela fase aquosa do doador.
Portanto, os solventes que possuem baixas volatilidades e viscosidade suficiente para
manter o filme liquido estavel sdo os mais preferidos. Para avaliar os solventes da
SLM, foram selecionados hexano, octano e 1-octanol, que se enquadram nos

conceitos apresentados, além de serem os mais utilizados em técnicas de membrana.



Um simplex centroide foi aplicado, com triplicata no ponto central, obtendo a superficie
mostrada na figura 7. A superficie apresentou R? = 0,8979 e indica que para os trés

solventes puros utilizados as respostas s&o as mais altas.

Figura 7. Superficie triangular para SLM usando octano, hexano e 1-octanol.
Tempo de extracdo de 1 hora, 300 ug mL-! de fortificagdo e 20x de urina diluida com
volume de amostra de 1,5 mL. A dessorcéo foi realizada por 30 min com 300 pL de

solventes.
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No entanto, uma comparagdo separada dos analitos foi feita para cada
solvente puro, a fim de comparar aquele com a maior eficiéncia de extracdo. Isto
ocorre pois foi utilizada a média geométrica entre as areas cromatograficas para cada
analito em cada condicdo, sendo que 0s solventes puros extrairam um ou mais
analitos com areas maiores, gerando essas trés condi¢cdes de maxima resposta. Na
Figura 8 é apresentado um grafico de barras comparativo entre os trés solventes puros
e 0s respectivos analitos extraidos. Em comparacao, o hexano extrai apenas 6 e 0
octano extrai 7 analitos dos 10 selecionados neste estudo. J& o 1-octanol extrai com
eficiéncia superior para quase todos os analitos. Assim, o 1-octanol foi estabelecido
para formar SLM.



Figura 8. Grafico de barras para comparacao do solvente com maior eficiéncia
na extracdo. CondicOes de otimizacao definidas: urina diluida 20x, tempo de extracao
de 1 hora, 300 ug mL* de fortificacdo, sem ajuste de pH e volume de amostra de 1,5
mL. A dessorgéo foi realizada por 30 min com 75 pL de ACN e 2250 pL de MeOH
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A seguir, um planejamento Doehlert foi utilizado para estudar o tempo de
extracdo e o pH. A Tabela 1 apresenta algumas propriedades fisico-quimicas dos
analitos, bem como seus pKas, onde estdo na faixa de 3,3 a 13,9. Estruturas
diferentes podem resultar em tempos distintos para poder extrair todos os analitos,
bem como, a competicao pelos sitios de interacdo. A partir disso, os tempos de estudo
foram de 10 a 70 min e o pH foi avaliado de 3 a 9 para verificar a influéncia na extracéo

dos analitos. Na Figura 9, a superficie de resposta é mostrada.



Figura 9. Resposta da superficie para o planejamento Doehlert de extracao de
tempo e pH. A extracdo foi realizada com 1-octanol em SLM, 300 pg mL?t de
fortificagc&o e volume de amostra de 1,5 mL. A dessorgéo foi realizada por 30 min com
75 pL de ACN e 225 pL de MeOH.
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Os dados obtidos apresentaram uma correlacédo de 99,68% da resposta, onde
os melhores indicam por periodos mais longos, mas a partir de 60 min ja indica uma
boa resposta. Para o pH variado, o indicativo € para valores mais baixos, porque a
maioria dos analitos acidos estara em sua forma neutra para interagir com o SLM.
Para garantir que as respostas fossem maximas sem afetar a frequéncia analitica,

foram selecionados 70 minutos de extracdo e pH ajustado para 3,00.

5.3 Dados analiticos de mérito e aplicacdo de amostras reais

Os valores analiticos de mérito foram determinados usando a matriz de urina
diluida e a metodologia otimizada. Os intervalos de concentracéo foram entre 10 —
300 ug L e foram realizados mais seis pontos dentro do intervalo, todos em triplicata

para os dez analitos. Os resultados obtidos para as figuras analiticas de mérito sao
mostrados na Tabela 5.



Tabela 5. Parametros analiticos de meérito obtidos para o método, incluindo
limite de deteccao (LOD), limite de quantificacdo (LOQ), coeficiente de determinacéo

(R?), faixa linear de trabalho e equacéao linear para cada analito.

Faixa
) LOD LOQ . Equacéo
Analito R2 Linear .
(ug LD (ug LD Linear
(ug LY
y =197,15x +
CBz 3,3 10 0.9984 10 - 300
5156,3
y = 326,7x +
DIA 16,7 50 0.9840 50 — 300
5073,8
y =222,72x +
CBF 8,3 25 0.9847 25 - 300
14389
y =690,45x -
MPT 3,3 10 0.9902 10 - 300
1695
y =157,15x +
BPA 3,3 10 0.9884 10 - 300
10594
y = 538,55x +
IBF 8,3 25 0.9973 25 - 300
466021
y = 136,53x —
NAP 16,7 50 0.9882 50 — 300
4009,1
y = 183,26x —
EE 8,3 25 0.9848 25 - 300
4208,7
y = 425,89x —
BZ3 3,3 10 0.9824 10 - 300
8264
y = 135,72x
DCL 3,3 10 0.9869 10 - 300
+482,6




Os valores de LOD variaram de 3,3 a 16,7 ug Lt e, para LOQ, de 10 a 50 ug L-
L. Os coeficientes de determinagéo (R2) apresentaram resposta de 0,9824 para BZP
a 0,9984 para CBZ, indicando boa linearidade. A exatiddo foi determinada por
recuperacoes relativas (RR), bem como a preciséo intra (PA) e interdia (PE) também

foram determinadas e os resultados sdo mostrados na Tabela 6.

Tabela 6: Recuperacotes relativas (RR), precisao intra (PA) e interdia (PE)

obtidas da amostra feminina de urina.

Analito Fortificagao RR (%) PA (%) PE (%)
(hg L)
50 126 3,77 14,70
CBZ 100 109 1,34 12,84
300 89 2,80 16,41
50 92 2,31 4,86
DIA 100 96 4,04 2,73
300 77 2,01 11,42
50 93 5,64 3,50
CBF 100 94 5,26 3,08
300 98 0,91 0,26
50 81 3,72 5,96
MPT 100 106 1,50 5,98
300 104 1,02 3,96
50 109 5,24 2,64
BPA 100 88 0,22 9,56
300 79 2,18 11,60




50 94 1,01 1,19
IBF 100 114 2,01 0,46
300 84 0,74 2,71
50 84 12,01 16,94
NPA 100 80 0,84 13,41
300 98 1,05 0,33
50 108 2,94 0,23
EE 100 101 8,77 4,59
300 76 0,40 0,13
50 89 6,90 9,64
BZ3 100 81 7,87 8,94
300 71 1,13 0,92
50 101 3,73 17,76
DCL 100 108 5,01 3,88
300 79 1,86 12,33

As recuperacOes relativas variaram de 71% a 126% para BZP e CBZ,
respectivamente, a preciséo intradia (n = 3) variou de 0,22% para BPA a 12,01% para
NPX e a preciséo interdia (n = 9) apresentou valores menores para 17,76% para DCF.
Todos os testes foram realizados em trés concentracdes (50, 100 e 300 pg L) em
triplicata para RR e PA e em triplicata em 3 dias diferentes, com 3 amostras diferentes
para PE, totalizando 9 respostas. Todos os valores encontrados séo satisfatérios e de
acordo com o Association Official of Analytical Chemists (AOAC).*® As urinas
utilizadas como amostras reais para a aplicacdo da metodologia foram obtidas de
voluntarios que concordam com a analise. Dois voluntarios sdo usuarios de

contraceptivos com composicao de EE, dois usuarios sao trabalhadores agricolas com



possivel contato e intoxicagdo por pesticidas, um usuario de comprimidos anti-
inflamatorios com IBF em sua composicdo e um usuario ansiolitico contendo DZP
como substancia ativa. Das analises realizadas, nenhum analito foi detectado pelo
sistema HPLC-DAD, que pode estar abaixo do LOD da metodologia apresentada.

5.4 Robustez do método

Robustez é um parametro que fornece informagfes adicionais para indicar a
autenticidade do método desenvolvido. Este teste estd relacionado as variaveis
propositadamente alteradas para simbolizar possiveis erros associados a
manipulacdo humana e instrumental. Uma das maneiras de avaliar a robustez atraves
da variacdo minima dos diferentes fatores envolvidos na metodologia é pelo método
de Youden.®® A Tabela 7 apresenta os fatores com variacdes positivas e negativas de
acordo com os parametros otimizados e fixos do método. Para o estudo matricial, 0s

resultados sdo avaliados através do grafico de Lenth.

Tabela 7. Parametros analiticos e variacdes para avaliar a robustez pelo método de

Youden.
Condicao
Fator
Variagcdo Positiva Variagdo Negativa
P1 Volume de amostra 1,515 mL A 1,485 mL a
P2 Volume de dessorcgao 303 uL B 297 uL b
P3 Tempo de extracao 70,70 min C 69,30 min Cc
P4 Tempo de dessorcéo 30,30 min D 29,70 min d

P5 Proporcao de solvente 77%/23% E 73%/23% e

P6 Diluicdo da urina 21% F 19% f

P7 pH 3,10 G 2,90 9

Neste método, € aplicado um intervalo de confianca de 95%, onde séao

estabelecidas duas margens, o erro de margem (ME) e o erro de margem simultaneo



(SME). Esses dois limites sdo importantes, indicando a robustez do método, e na
Figura 10 o grafico foi obtido, sendo ME e SME valores de 4362,95 e 10441,42,
respectivamente. O ME representa o limite quando apenas um efeito é testado,
aumentando a chance de falso positivo quando multiplos efeitos sdo avaliados; no
entanto, a SME € usada para contornar esse problema, proporcionando uma melhor
avaliacdo. Nesse fato, todos os fatores apresentaram respostas abaixo da ME,

portanto, as variacdes aplicadas nos parametros mostraram que o método € robusto.

Figura 10. Grafico de Lenth obtido pela aplicacdo do método de Youden para

os sete fatores estudados e os efeitos resultantes para o estudo de robustez.
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5.5 Comparag6es com outros métodos
Por fim, 0 método proposto foi comparado com outros estudos ja publicados na
literatura para os mesmos analitos em amostras de urina. Nesta comparacao, este

trabalho apresenta algumas vantagens, como mostra a Tabela 8.



Tabela 8. Comparacdo da técnica HF-MMLLE/96-well plate com outros
meétodos relatados na literatura para 0s mesmos analitos e matriz de urina. Técnicas
de preparacdo de amostras: DLLME: microextracdo liquido-liquido dispersiva; u-
QUEChERS: micro-rpido, facil, barato, eficaz, robusto, seguro; HF-LPME:
microextracdo em fase liquida com fibra oca; AALLME: microextracao liquido-liquido

assistida por ar; SPME: microextracdo em fase solida; DPX: extracdo de ponteira

descartavel.
Separacao/ldentifi LOD Tempo Volume Ref
L : ef.
Técnica Analitos cacdo (ug LY total total
16,25
DLLME BPA LC-MS/MS 0,1 10 sec [51]
mL
M- ]
QUEChE BPA GC-MS 0,13 lhour 22mL [52]
RS
HF- B7P GC-MS 0,01 15min  1mL  [53]
LPME
0,03-
BPA, LC-MS/MS 20min  15mL  [54]
AALLME — g7p 0,02
SPME CBF, GC-ECD/FPD 0,1-0,5 30 min 3mL [55]
MPT
DZP,
DIC, HPLC-DAD 15-3,0 25min 6,8mL [56]
DPX NPX, o ' '
IBU,
CBZ, EE
0,76-
DPX CBF, GC-MS 9min 6,25mL [57]

MPT 1,52




CBZ,
DZP, Este
CBF, ~1,00
HF- MPT, HPLC-DAD 10-50 1,8 mL estud
MMLLE BPA, IBF, min
NPX, EE, 0
BZP,
DCF

A partir dos dados apresentados, pode-se observar que a metodologia HF-
MMLLE/96-well plate requer uma pequena quantidade de amostra e solvente para ser
realizada (1,8 mL no total). Esse recurso é muito interessante para amostras
bioldgicas, também apresenta uma alternativa “mais ecoldgica” as metodologias de
bioanalise. Outro ponto importante a destacar € que, a maioria dos métodos
publicados é para uma classe especifica de compostos, enquanto o método
desenvolvido é para determinacdo em varias classes. Devido ao sistema de 96-well
plate que permite a extragdo de 96 amostras simultaneamente, o tempo por amostra
foi de aproximadamente 1,0 min, garantindo um alto rendimento. Os LODs foram mais
altos do que em outros estudos, no entanto, devem ser considerados os diferentes
equipamentos (GC e LC) e sistemas de deteccédo (MS, MS / MS, ECD / FPD) usados.
Devido a adequacéo da técnica, poderia ser usada com esses sistemas de deteccdo
para diminuir os valores de LOD. Vale ressaltar que essa metodologia nédo utilizou
derivatizacdo ou sais e pode ser totalmente automatizada, reduzindo os erros, as
perdas de analitos e a contaminagdo das amostras causadas pela manipulacao
humana, fornecendo quantificagcBes mais precisas. Portanto, o estudo apresentado é
uma alternativa promissora e satisfatoria para a determinacao simultanea de DEs em
véarias classes na urina humana, com boa eficiéncia, baixo custo, baixo volume de

amostras e de solventes e tempo de preparacao, evidenciando sua aplicacao.



6 CONCLUSAO

O método analitico desenvolvido neste trabalho demonstrou bons resultados
para a extracdo das cinco diferentes classes de analitos, sendo limites de
quantificacéo, limites de deteccao, coeficiente de correlagéo linear, precisdo e ensaios
de recuperacao confidveis. As otimizac6es ocorreram de forma rapida e competente
tanto para extracdo quanto para a dessorcao. A etapa de extracdo efetuou-se em um
periodo de 1 hora, entretanto com o uso do sistema de 96-well plate foi possivel
realizar até 96 extracfes simultaneas, o que garantiu uma frequéncia analitica alta de
aproximadamente menos de 1 min por experimento. Para a etapa de dessorcao o
tempo foi relativamente curto, de 30 minutos, sendo a frequéncia analitica de 18,75
segundos por experimento. A corrida cromatografica realizada no HPLC-DAD
apresentou um tempo de 25 minutos em um gradiente de agua ultrapura acidificada e
acetonitrila. O método possui inUmeras vantagens, tais como, uma excelente
frequéncia analitica com a possibilidade de realizar até 96 extracbes ao mesmo
tempo, baixo custo, facil aplicacéo, pouco uso de solvente e evita efeitos de memoria,
pois a membrana ndo é reutilizada. Atrelado a isto, pode-se citar o beneficio de
empregar a HF-MMLLE que é uma alternativa atraente frente as técnicas de
membrana, uma vez que utiliza menor quantidade de solvente. Por fim, o método
mostrou-se eficiente para a determinacdo de diazepam, naproxeno, ibuprofeno,
diclofenaco, carbamazepina, parationa metilica, carbofurano, 17a-etinilestradiol,

bisfenol A e benzofenona em amostras de urina.
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