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RESUMO

A procura continua por métodos analiticos sensiveis e seletivos capazes de
identificar e quantificar compostos organicos em concentracdes a nivel traco (ug L a
ng L?), tem estimulado o desenvolvimento de pesquisas na area de preparo de
amostra a fim de se obter métodos que consumam menores quantidades de
solventes, sejam seletivos, rapidos, de baixo custo e que tenham alto nivel de
automacédo. Nesse sentido, a extracdo em fase solida (SPE) tem sido uma técnica
amplamente utilizada na pré-concentracdo de analitos e remogé&o de interferentes. No
entanto, as fases comerciais de SPE, como o C18, tém como desvantagem a falta de
seletividade que conduz a co-extracdo de interferentes, além da dificuldade em extrair
compostos polares de matrizes aquosas. Comercialmente, existem disponiveis fases
extratoras com carater misto (ex. Oasis® HLB - Waters® e Strata™-X -
Phenomenex®) que permitem a extracdo de compostos em uma faixa mais ampla de
polaridade, todavia esses cartuchos apresentam custo elevado e sao descartaveis
sendo, na maioria das vezes, utilizados uma Unica vez.

Entdo, recentemente, muitos esforcos tém sido realizados no sentido de
desenvolver novos materiais sorventes mais seletivos, com alta capacidade de
sorcao, estaveis (maior vida (til) e de baixo custo. Diante disto, o hidrogel, que é um
material formado por redes poliméricas hidrofilicas quimica ou fisicamente reticuladas,
tem se mostrado promissor para aplicagdo como fase extratora. Devido a presenca de
diversos sitios hidrofilicos em sua estrutura polimérica, como -OH, -COOH, -SO3H e
-NH2, esse material possibilita a extracdo de compostos polares de matrizes aquosas,
0 que tem sido um grande obstaculo para as técnicas de extracdo em geral.

Entdo, neste trabalho foi desenvolvida e proposta uma nova técnica de
extracdo, denominada aqui por extracdo em fase gel (GPE - “Gel Phase
Extraction”). Esta técnica emprega um hidrogel, material inovador para fins de
extracdo, como fase sorvente para a extracao de seis hormoénios esteroidais (estriol,
estrona, 17p-estradiol, 17a-etinilestradiol, progesterona e testosterona) de amostras
aguosas, seguida pela determinacdo por GC-MS/MS. Desenvolveu-se um hidrogel de
alcool polivinilico (PVA) e pectina reticulado com &cido citrico, o qual possibilitou a
extracdo dos hormonios estudados. O método utilizando a técnica de GPE
apresentou limites que quantificacéo iguais a 0,5 ug L, para El e E2,ea 1 ug L?
para TES, EE2, PRO e E3. Os valores de exatidao ficaram entre o intervalo de 80%
a 110%, enquanto que a precisao interensaio variou de 0,23% a 22,2% e a
intraensaio de 0,55% a 12,3%.

Como principais destaques da técnica e da fase extratora proposta, pode-se
citar o baixo custo (inferior a 15 centavos de real - R$ 0,15) e a possibilidade de
reutilizacdo dos discos de extracdo. Portanto, o uso do hidrogel como fase extratora
mostrou-se muito promissor para extracdo de compostos de média e alta polaridade,
sendo possivel, neste trabalho, obter uma fase sorvente de carater anfifilico,
reprodutivel, livre de efeito de memdaria e de baixo custo.

Palavras-chave: Hidrogel. GPE. Horménios. GC-MS/MS. Contaminantes
emergentes.



ABSTRACT

The continuous search for sensitive and selective analytical methods capable
of identifying and quantifying organic compounds in trace levels (ug L a ng L?) has
stimulated the development of research in the sample preparation field in order to
obtain methods with less solvent consumption, high selectivity, fast and with high level
of automation and low cost. In this regard, the solid phase extraction (SPE) has been
widely used for the pre-concentration of analytes and removal of interferents. However,
commercials SPE phases, such as C18, have the disadvantage of poor selectivity that
leads to co-extraction of interferents, besides the difficulty in extracting polar
compounds from aqueous matrices. Commercially there are available extractive
phases (eg Oasis® HLB - Waters® and Strata™-X - Phenomenex®) that allow the
extraction of compounds over a wider range of polarity, however these cartridges are
expensives, and also these devices are disposable and usually used only once.

Much effort has recently been made to develop new materials with high
sorption capacity, more selective, stable (longer lifetime) and low cost. In this view,
the hydrogel, a material formed by chemically or physically crosslinked hydrophilic
polymer networks, has shown a potential for application as an extractive phase. Due
the presence of diverse hydrophilic sites in the polymeric structure such as -OH, -
COOH, -SO3H and -NH2, this material makes possible the extraction of polar
compounds from aqueous matrices, which has been a challenge for the extraction
techniques in general.

Therefore, a new technique of extraction, denominated here by gel phase
extraction (GPE - "Gel Phase Extraction"), was developed and proposed. This
technique employs a hydrogel, an innovative material for extraction purposes, as a
sorbent phase for the extraction and determination of six steroidal hormones (estriol,
estrone, 17B-estradiol, 17a-ethinylestradiol, progesterone and testosterone) in
agueous samples by gas chromatography-tandem mass spectrometry (GC-MS/MS).
A hydrogel of polyvinyl alcohol (PVA) and pectin cross-linked with citric acid was
developed and it allowed the extraction of the target hormones. The method using
the GPE technique showed gquantification limits equal to 0.5 pug L* for E1 and E2,
and 1 yg L for TES, EE2, PRO and E3. Accuracy values ranged from 80% to 110%,
while the interassay precision ranged from 0.23% to 22.2% and the intraassay from
0.55% to 12.3%.

As the main highlights of the technique and extraction phase proposed, it can
be mentioned the low cost (less than 15 cents of real per disc - R$ 0.15) and the
possibility of reuse of the extraction discs. As a result, the use of the hydrogel as
extraction phase was very promising for the extraction of medium to high polarity
compounds, being possible to obtain an amphiphilic, reproducible and free of memory
effect phase with low cost.

Key-words: Hydrogel. GPE. Hormones. GC-MS/MS. Emerging contaminants.
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1 INTRODUCAO

Atividades humanas como irrigacdo agricola, abastecimento publico e
industrial utilizam diariamente a agua, que € um recurso natural de grande
importancia, gerando efluentes com uma grande diversidade de compostos quimicos.
Os chamados contaminantes emergentes tém atraido, nas udltimas décadas, a
atencédo de diversos pesquisadores ( ZAPF; HEYER; STAN, 1995; PEDROUZO et al.,
2009; LOPEZ et al., 2015), uma vez que sd0 compostos quimicos novos ou que nao
possuem regulamentacdo e que se suspeita causarem efeitos adversos a biota e a
saude humana mesmo presentes no ambiente em baixas concentracdes, na faixa de
Hg LTangL?! (FARRE, et al., 2008; DEBLONDE; COSSU-LEGUILLE; HARTEMANN,
2011; JIANG; ZHOU; SHARMA, 2013).

Dentre esses contaminantes, um grupo que merece destaque € o dos
interferentes enddcrinos, devido a sua capacidade de interferir no funcionamento
natural do sistema endécrino de humanos e animais. Esse grupo € formado,
principalmente, por horménios esteroidais naturais e sintéticos, seus respectivos
metabdlitos, e por diversos outros compostos ndo esteroidais, como plastificantes,
retardantes de chama, surfactantes e pesticidas (MIEGE et al., 2009; AUFARTOVA et
al., 2011).

Entretanto, h4 uma maior preocupacdo em relacdo a classe dos horménios
esteroidais, compostos extremamente ativos e considerados o0s interferentes
enddcrinos mais potentes encontrados no meio ambiente (STRECK, 2009; HAMID;
ESKICIOGLU, 2012). De modo que a presenca dessas substancias no ambiente
aquatico, mesmo em concentracdes em nivel de ng L?, ja tem sido suficiente para
provocar a desregulacdo das fungbes normais do sistema endocrino (PANTER,;
THOMPSON; SUMPTER, 1998; IRWIN; GRAY; OBERDORSTER, 2001).

Tal caracteristica demonstra a necessidade de métodos analiticos sensiveis e
seletivos que possibilitem a identificagdo e quantificacdo desses compostos em
matrizes complexas, como por exemplo, amostras de aguas superficiais e efluentes. A
cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS e
GC-MS/MS), tem se destacado nesse aspecto, sendo a técnica preferida para a
determinacdo de esteroides sexuais em amostras ambientais, devido ao seu alto

poder de resolucéo e capacidade de atingir baixos limites de detecc¢ao.
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Neste contexto, pesquisas na area de preparo de amostra tém sido
estimuladas, a fim de se desenvolver métodos que apresentem baixo consumo de
solvente, alta seletividade, sejam rapidos e tenham um alto nivel de automacéo. A
extracdo em fase sdlida (Solid Phase Extraction - SPE) é uma técnica amplamente
utilizada, desde meados da década de 1970, para a pré-concentracdo de analitos e
remocao de interferentes em amostras complexas, pois apresenta vantagens como
facilidade de automacéao, reprodutibilidade e alta recuperacéo, além da disponibilidade
comercial de diversos dispositivos e fases sorventes (HERNANDEZ-BORGES et al.,
2007).

No entanto, as fases comerciais, como o octadecilsilano (C18), tém como
desvantagem a falta de seletividade que conduz a co-extracédo de interferentes, além
da dificuldade em extrair compostos polares de matrizes aquosas, uma vez que as
interacdes entre essa fase e os analitos sdo de natureza hidrofébica. Comercialmente,
existem disponiveis fases extratoras com carater misto (ex. Oasis® HLB - Waters® e
Strata™-X - Phenomenex®) que permitem a extracdo de compostos em uma faixa
mais ampla de polaridade. No entanto, o custo dos cartuchos € elevado tanto para as
fases mais comuns, como C18, quanto ainda mais, para as fases poliméricas, como
as citadas anteriormente. Além disso, esses dispositivos sdo descartaveis sendo, na
maioria das vezes utilizados uma Unica vez. Entdo, recentemente, muitos esfor¢os
tém sido realizados no sentido de desenvolver novos materiais sorventes mais
seletivos, com alta capacidade de sorcao, estaveis (maior vida Gtil) e de baixo custo.

Diante disto, o hidrogel tem se mostrado promissor para aplicagdo como fase
extratora, uma vez que se trata de um material estimulo responsivo, modulavel e que
apresenta em sua estrutura polimérica diversos sitios hidrofilicos, como grupos —OH,
—COOH, -S0O3H e —NH2. Sendo esta ultima caracteristica de grande interesse, pois
possibilita a extracdo de compostos polares de matrizes aquosas, 0 que tem sido um
grande obstaculo para as técnicas de extracdo em geral. A possibilidade de modular
esse material permite a obtencdo de fases mais seletivas. Além disso, sua
caracteristica de responder a estimulos externos pode ser empregada no controle da
capacidade de retencéo dos analitos por esse material.

Assim, diante das necessidades supramencionadas, este trabalho tem como
objetivo a avaliacdo de fases extratoras baseadas em hidrogéis e determinacdo por
cromatografia em fase gasosa e deteccdo por espectrometria de massas sequencial



15

(GC-MS/MS) de seis hormoénios esteroidais (estriol, estrona, 17p-estradiol,
17a-etinilestradiol, progesterona e testosterona) em amostras aquosas.

O hidrogel é um material inovador para fins de extracdo e apresenta
caracteristicas distintas das fases sorventes empregadas em SPE (materiais solidos),
por conseguinte, a técnica de extragdo proposta neste trabalho receberd o nome de
extragdo em fase gel (GPE - “Gel Phase Extraction”), pois emprega um hidrogel

como fase sorvente no lugar das particulas solidas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 HORMONIOS ESTEROIDAIS

Os hormonios esteroidais sdo compostos biologicamente ativos, sintetizados
a partir do colesterol, classificados em esteroides sexuais e coticoesteréides, de
acordo com sua atividade biologica e efeito farmacologico (NOPPE et al., 2008).
Neste trabalho, sera abordado apenas o grupo dos esteroides sexuais, que Sao 0s
horménios responsaveis pela reproducdo, desenvolvimento das caracteristicas
secundarias femininas e masculinas, além do funcionamento de diversos 6rgaos
(YING; KOOKANA; RU, 2002).

Esses esteroides sexuais sdo motivo de preocupacdo de diversos
pesquisadores ao redor do mundo, devido a sua capacidade de interferir no
funcionamento natural do sistema enddcrino de animais e dos seres humanos,
podendo prejudicar os sistemas reprodutivos e até mesmo promover o
desenvolvimento de céncer (GHISELLI; JARDIM; 2007), fato que os caracteriza
como interferentes endocrinos. Os efeitos adversos causados por essas substancias
sdo consequéncia da mimetizacdo dos hormbnios enddgenos, através de
mecanismos de agonismo ou antagonismo, alterando assim o padrdo normal da
sintese, do metabolismo e da regulacdo hormonal (ALMEIDA; NOGUEIRA, 2006;
CHEN et al., 2013).

Fazem parte do grupo dos horménios sexuais tanto esteroides naturais
guanto sintéticos, os quais sao classificados em estrogénios, responsaveis por
estimular e desenvolver o sistema reprodutor feminino junto com as caracteristicas
secundarias, e progestogénios, encarregados da regulacédo do ciclo menstrual e da
manutencdo da gravidez. Por ultimo, os andrégenos que estimulam e controlam o
desenvolvimento e a manutencdo das caracteristicas secundarias masculinas
(NOPPE et al., 2008; COMBALBERT et al., 2010).

A estrona (E1), o 17B-estradiol (E2) e o estriol (E3) sdo os principais
representantes naturais da familia dos estrogénios, 0s quais juntamente com o
17a-etinilestradiol (EE2), horménio sintético amplamente utilizado em pilulas
contraceptivas, apresentam atividade estrogénica mais forte do que qualquer outra
substancia quimica conhecida, como, por exemplo, alquilfenéis e bifenilas
policloradas (HUANG et al., 2010; AUFARTOVA et al., 2011). Os progestogénios
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também sao utilizados em pilulas contraceptivas, geralmente em combinagcdo com o
EE2, e no tratamento da menopausa. A saber, a progesterona (PRO) é o Unico
horménio dessa familia de origem natural, cuja excrecao é feita pelo corpo lateo no
ovario e pela placenta durante a gravidez. O principal representante dos androgenos
€ a testosterona (TES), um esteroide natural, que tem sido usado, juntamente com
outros horménios naturais e sintéticos dessa familia, como promotor de crescimento
em terapia humana e veterinaria (STRECK, 2009).

A Tabela 1 traz algumas informacdes fisico-quimicas a respeito dos principais
hormoénios estudados (E1, E2, EE2, E3, PRO e TES) e que sdo os compostos de
interesse deste trabalho.

TABELA 1: Estrutura quimica, massa molar e log Kow dos hormdnios em estudo.

_ L ) Massa molar log Kow
Analito Abreviacédo Formula estrutural
/g mol?
CHy OH
Estriol E3 g?b . 288,38 2,81
HO
CH3?
Estrona El 270,37 3,13
HO
CHy OH
17B-estradiol E2 ngb 272,38 3,30
HO
GH3 0H
CH;
Testosterona TES 288,4 3,32
0~
CH
W
M3/ on
17a-etinilestradiol EE2 296,4 3,67
HO
0\ CH,
CHs
Progesterona PRO CHs 314,47 3,87

oF

FONTE: U. S. Pharmacopeia (2005, 2006, 2010a, 2010b); ALBERO et al .(2013).
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Esses compostos sdo excretados atraves das fezes ou urina, de humanos e
animais, na sua forma livre, biologicamente ativa, ou na sua forma conjugada,
biologicamente inativa, como sulfatos e glucoronidos. Entretanto, apdés sua
excrecdo, o0s conjugados sdo convertidos a sua forma livre pela acdo de
microorganismos (FARRE et al., 2008; SARAVANABHAVAN; HELLEUR; HELLOU,
2009). A entrada desses hormoénios esteroidais no ambiente aquético ocorre,
principalmente, pelo despejo de esgoto doméstico (comprimidos ndo administrados
ou excrecdo da forma livre) e de efluentes de estacBes de tratamento de esgoto
(ETE) nos corpos hidricos, uma vez que as ETE, a principio, ndo sao projetadas
para a remocao desses micropoluentes organicos (DEBLONDE; COSSU-LEGUILLE;
HARTEMANN, 2011). Outra via de entrada é o escoamento superficial em regides
com atividades de agropecuaria, devido ao uso desses hormoénios na engorda de
animais.

A literatura tem reportado a presenca de estrogénios, progestogénios e
andrégenos em efluentes e dguas superficiais, cujas concentracées, a nivel de ng L1,
ja sao suficientes para causar a desregulacdo das funcdes normais do sistema
enddcrino de humanos (DELBES; LEVACHER; HABERT, 2006; MCLACHLAN;
SIMPSON; MARTIN, 2006) e animais (PANTER; THOMPSON; SUMPTER, 1998;
IRWIN; GRAY; OBERDORSTER, 2001; KIDD et al., 2007). Como esses compostos
apresentam atividade biolégica mesmo em baixas concentragées, ug Lt a ng L%, ha
uma preocupacao da comunidade cientifica em desenvolver novos métodos analiticos
sensiveis e seletivos para 0 monitoramento de hormdnios sexuais em nivel traco em
matrizes aquosas (ALMEIDA; NOGUEIRA, 2015).

Diversos trabalhos tém determinado residuos de horménios em amostras de
esgoto doméstico, aguas superficiais e subterraneas (QUINTANA et al., 2004,
PAILLER et al., 2009; SODRE et al., 2010; ALMEIDA; NOGUEIRA, 2015), uma vez
que esses compostos ndo sdo completamente degradados nas estacbes de
tratamento de esgotos e acabam atingindo o ambiente aquéatico (TOGOLA;
BUDZINSKI, 2007). Quintana e colaboradores (2004) encontraram os hormonios E1
e E2 em amostras de efluente, com concentracdes de 33 ng Lt e 2,9 ng L7,
respectivamente, utilizando a técnica de GC-MS/MS. Em outro trabalho, Sodré e
colaboradores (2010) determinaram quatro estrogénios (E1, E2, EE2 e E3), por
LC-MS/MS, em amostras de aguas superficiais (rio Atibaia — S&o Paulo) cujas

concentragdes variaram de 2,2 ng Lta 39 ng L.
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2.2 METODOS ANALITICOS

A presenca de microcontaminantes organicos no solo e na agua passou
despercebida por muito tempo devido a falta de métodos analiticos que
apresentassem limites de deteccao suficientemente baixos (BUCHBERGER, 2011).
No entanto, nos ultimos anos tem ocorrido um grande progresso no desenvolvimento
de técnicas analiticas capazes de determinar multirresiduos, em nivel traco, presentes
em amostras ambientais. A aplicagdo de tecnologias avancadas, como a
cromatografia em fase liquida ou gasosa acoplada a espectrometria de massas, em
analises ambientais tem permitido a determinacdo de uma ampla gama de compostos
e possibilitado uma avaliacdo mais abrangente dos contaminantes ambientais (FATTA
et al., 2007). O aumento da conscientizagcdo do publico de que contaminantes
ambientais sdo um risco para a salde e a elevagdo do padrédo e da qualidade de vida
da populacao tem impulsionado o desenvolvimento de metodologias mais sensiveis e
confidveis (CHEN et al., 2008).

Nesse sentido, a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(GC-MS ou GC-MS/MS) tem se destacado quando o assunto é a determinacdo de
esteroides sexuais em amostras ambientais, devido ao seu alto poder de resolucéo,
capacidade de atingir menores limites de detec¢do quando comparada aos detectores
mais classicos (ionizacdo em chama e condutividade térmica, por exemplo) e sofrer
menor influéncia do efeito de matriz em relagédo a cromatografia liquida.

A cromatografia gasosa (GC — Gas Chromatography) € uma técnica de
separacdo baseada na distribuicdo das substancias presentes na amostra entre a fase
estacionaria, a qual pode ser soélida ou liquida, e a fase mével que é um gas. Quando
a amostra € introduzida no sistema cromatografico, 0s seus componentes s&o
vaporizados no injetor e arrastados através da coluna pelo gas de arraste. Esses
compostos irdo interagir com a fase estacionaria de acordo com as propriedades de
cada um, por mecanismos de adsorcdo, se a fase estacionéria for solida, ou por
particdo, se esta for liquida (polimero liquido). Como essa interacdo ndo é a mesma
de substéncia para substéncia, o tempo necessario para que cada componente da
amostra chegue ao detector sera diferente (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006).

Como mencionado anteriormente, a técnica de GC apresenta como
vantagens um excelente poder de resolucéo e capacidade de alcancar baixos limites

de deteccéo, no entanto, esta técnica apresenta como limitacéo a exigéncia de que os
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analitos sejam volateis e termicamente estaveis, de forma que o emprego de reacdes
de derivatizacdo, em algumas ocasifes, € necessario.

A espectrometria de massas (MS — Mass Spectrometry) € um sistema de
deteccdo amplamente empregado na GC, pois permite identificacdo confiavel dos
compostos aliada a uma detecc¢do sensivel. O seu funcionamento consiste, de forma
resumida, na transformacdo das moléculas presentes na amostra em ions em fase
gasosa, na fonte de ionizacéo, seguida pela separacao desses ions de acordo com a
sua razdo massa/carga (m/z), no analisador de massas. Por fim, os ions sdo contados
pelo detector, e o sinal é registrado e processado pelo sistema de dados, que gera um
espectro de massas (PAVIA et al., 2010).

Maiores sensibilidades e seletividades podem ser alcancadas empregando-se
a espectrometria de massas sequencial, ou em tandem, (MS/MS), onde mais de um
analisador de massas faz a separacao dos ions de acordo com a sua razdo m/z. Um
exemplo desse tipo de sistema € o analisador de massas do tipo triplo quadrupolo
(QQQ), sendo o primeiro e o terceiro quadrupolo (Q1 e Q3) filtros de massas e o
segundo quadrupolo uma célula de colisdo (g2).

A Figura 1 exemplifica o funcionamento desse tipo de analisador de massas,
no modo MRM (Monitoramento de reac6es mdultiplas - “Multiple Reaction Monitoring”),
no qual é fixado um valor de m/z para Q1 e outro para Q3. O ion precursor,
selecionado no primeiro quadrupolo, sofre uma dissociacéo induzida por colisdo com
uma molécula neutra de um gas, em @2, formando ions produtos que s&o
selecionados no terceiro quadrupolo. Entdo, no modo MRM, é feita a medi¢cdo da
transicdo do ion precursor ao ion produto, garantindo extrema seletividade ao
processo de deteccdo e, na maioria das vezes, gerando cromatogramas com um

Gnico pico para cada um dos analitos.

@
Eﬂ@ %@@ —

FIGURA 1: Representacdo do funcionamento de um analisador de massas do tipo triplo quadrupolo
no modo MRM.

CID: Caollision-induced dissociation; M’3: ion precursor; m’1, m’2 e m’3; ions produtos.

FONTE: Adaptado de Shimadzu (2014).
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2.3 DERIVATIZACAO

Compostos que contém em suas estruturas grupos funcionais fortemente
polares, como —-COOH, —OH, —NH e —SH, cuja tendéncia em formar ligacdes de
hidrogénio os torna pouco volateis e termolabeis, sdo de dificil determinacao por GC.
Uma vez que as temperaturas empregadas na técnica podem causar a
decomposicdo térmica dos analitos, além da possibilidade de haver a sua adsorcao
na fase estacionéria, acarretando em uma menor sensibilidade (TOMSIKOVA et al.,
2012).

Entretanto, essa adversidade pode ser superada se a esses compostos for
empregado o processo de derivatizacdo, que consiste na substituicdo de grupos
funcionais, com o intuito de reduzir a polaridade das moléculas e, por consequéncia,
gerar derivados com maior volatilidade e/ou estabilidade térmica (BOWDEN et al.,
2009). Além disso, a reducdo da polaridade pode melhorar as propriedades
cromatograficas, isso porque a minimizacdo da adsorcdo indesejavel e néo
especifica do analito na coluna, devido a presenca de grupos silanois residuais na
fase estacionaria, contribui para a obtencdo de picos simétricos e com maior
resolucdo (SEGURA; VENTURA; JURADO, 1998; HALKET; ZAIKIN, 2003; ORATA,
2012).

A eficiéncia do processo de derivatizacdo € dependente de um certo nimero
de fatores, que incluem as condi¢cdes reacionais, tais como tempo e temperatura,
além da natureza do agente derivatizante e do solvente, quando este € utilizado
(SHAREEF; ANGOVE; WELLS, 2006).

Como a estrutura quimica da substancia € modificada pela reacdo de
derivatizacao, pode haver uma alteracéo radical no seu padrao de fragmentacao na
espectrometria de massas, de forma que espectros de massas bem caracteristicos
podem ser obtidos, fato relevante para o uso dessa técnica analitica na identificacéo
de compostos. Pode-se também obter ions com maiores razdo m/z e abundancia,
sendo o primeiro de grande interesse uma vez que ions com razdo m/z alta séo mais
especificos e sofrem menor interferéncia de ions provenientes da fragmentacéo de
contaminantes, quando comparados aqueles que possuem menor razdo m/z
(SEGURA; VENTURA; JURADO, 1998).

Para a GC, os métodos de derivatizagdo dividem-se em duas categorias: pre-

column e on-column. Enquanto que no modo pre-column, a reagao de derivatizacao
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ocorre antes da injecdo da amostra no sistema GC, sendo que isso pode se dar
antes, durante ou depois da etapa de extracdo (FARAJZADEH; NOURI; KHORRAM,
2014), no modo on-column, os analitos e o agente derivatizante sdo misturados e
injetados juntos no sistema GC, de forma que a reacdo acontece no injetor (SMITH,
2003).

Os principais tipos de rea¢cfes de derivatizacao utilizados para andlises por

GC sdao alquilacao, acetilacao e sililacao.
2.3.1Alquilagéo

Na reacdo de alquilacdo ocorre a substituicdo dos hidrogénios ativos
presentes na estrutura de uma molécula por grupos alifaticos ou aromaticos

(ORATA, 2012), sendo esta exemplificada na Figura 2 abaixo:

0
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=

FIGURA 2: Esquema de reacdo de alquilacéo.
R1: grupo alquila ou arila; R2: grupo alquila ou halogénio.
FONTE: Orata (2012).

Essa reacdo pode ser aplicada as seguintes funcdes organicas: acidos
carboxilicos, alcoois, tiois, fendis, aminas primaria e secundaria, amidas e
sulfonamidas. Entretanto, em cromatografia, seu principal uso é para converséo de
acidos carboxilicos em ésteres, acarretando em um melhor perfil cromatografico do
que aqueles obtidos para esses acidos. Além disso, a alquilacdo pode ser utilizada
como método de protecdo a determinados hidrogénios ativos de uma molécula
(ORATA, 2012).

2.3.2 Acilacao

A derivatizacdo por acilagdo é um tipo de reacdo na qual um grupo acila
substitui hidrogénios ativos presentes na estrutura de compostos organicos, como:
alcoois, fendis, endis, tiois, aminas, amidas e sulfamidas (SEGURA; VENTURA,;
JURADO, 1998).
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Essas reagdes ocorrem, normalmente, em temperatura ambiente pela simples
mistura e agitacdo da amostra com os agentes de acilagdo, sendo 0os mais comuns:
anidridos acidos e haletos de acila. A utilizacdo de catalisadores basicos também é
necessaria para que subprodutos &acidos formados durante a reacdo sejam
removidos (ZAIKIN; HALKET, 2003). A Figura 3 mostra uma reacdo de acilacao
empregando o anidrido acético como agente derivatizante.

0 8] 0 8]

AL, —
R—OH + s HBCA@*'R + HDJJ\CH3

HLC CHq

FIGURA 3: Esquema de reacao de acilacéo.
R: grupo alquila ou arila.
FONTE: Farayzadeh et al. (2014).

~

A acilacdo é usada como uma alternativa a sililacdo, sendo em algumas
situacdes o método preferivel, como € o caso da derivatizacdo de aminas e amidas
cujos produtos de acetilacdo sdo muito mais estaveis do que os de sililacdo (ZAIKIN;
HALKET, 2003).

Porém, a obtencdo dos produtos dessa reacdo pode apresentar certa
dificuldade, devido a interferéncia de produtos acidos formados em reacbes
secundarias, 0s quais precisam ser removidos antes da injecdo no sistema GC, uma
vez gque esses compostos podem contribuir para a deterioracdo da coluna (ORATA,
2012).

2.3.3Sililacdo

A reacao de sillacdo envolve a substituicdo de hidrogénios ativos presentes
em grupos funcionais, tais como —OH, —COOH, —NH, —NH2 e —-SH, por grupos
alquilsilil, como o trimetilsilii (TMS) e o terc-butildimetilsilii (TBS). Sendo a
trimetilsililacdo o procedimento mais empregado, uma vez que o0s seus derivados
sao de facil obtencéo, combinam estabilidade térmica e quimica com alta volatilidade
(SEGURA; VENTURA; JURADO, 1998). A Figura 4 mostra um exemplo de reacao

de sililacdo, onde é formado um produto derivado de TMS.
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$H3 CHs
R,—OH * HC—§—R, ——= HL—Si—O—R; * H-R,
CH, CH-

FIGURA 4: Esquema de reacéo de sililacao.
R1: Grupo alquila ou arila.
FONTE: Farayzadeh et al. (2014).

Os agentes de sililacdo de uso mais comum incluem N,O-Bis(trimetilsilil)
acetamida (BSA), N,O-Bis(trimetilsililtrifluoroacetamida (BSTFA), N-metil-N-
(trimetilsilil) trifluoroacetamida (MSTFA) e N-terc-butildimetilsilil-
metiltrifluoroacetamida (MTBSTFA), os quais podem ser utilizados na sua forma pura
ou em conjunto com catalisadores como trimetilclorosilano (TMCS) e
trimetilsililimidazol (TMSI) a fim de melhorar a eficiéncia da reacdo e/ou permitir a
substituicdo de hidrogénios ativos que estejam impedidos estericamente ( SEGURA;
VENTURA; JURADO, 1998; HALKET; ZAIKIN, 2003; ORATA, 2012). A reacao
também pode ocorrer na presenca ou auséncia de solventes organicos, sendo que o
acetato de etila, a acetonitrila, a piridina e a dimetil fomamida sdo os solventes
habitualmente empregados (SHAREEF; ANGOVE; WELLS, 2006).

A sililacdo é um método de derivatizacdo simples e versatil, entretanto alguns
cuidados devem ser tomados, visto que tanto os reagentes quantos os produtos
dessa reacdo sdo passiveis de sofrer hidrélise. Por esse motivo, a sililacdo deve

ocorrer em frasco fechado e com excesso de reagente (HALKET; ZAIKIN, 2003).

2.3.4 Derivatizacao dos hormonios esteroidais

Como os hormonios esteroidais de relevancia para esse trabalho, com
excecao da progesterona, possuem hidroxilas em suas estruturas (provenientes de
grupos fendlicos e alcoois), devem-se submeter esses compostos ao processo de
derivatizacdo. Este procedimento torna possivel a determinagdo desses por
GC-MS/MS. A sililacdo € o método mais aplicado aos hormoénios esteroidais em
trabalhos da literatura, sendo os agentes derivatizantes mais comuns: BSTFA,
BSTFA com 1% de TMCS e o MSTFA. As condicbes de tempo e temperatura
comumente utilizadas variam de 15 min a 60 min e de 40°C a 80°C,
respectivamente. A Tabela 2 apresenta uma relacdo de condi¢cdes experimentais

empregadas pela literatura na derivatizacao de alguns dos hormonios de interesse.
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TABELA 2: Condicdes utilizadas na derivatizacdo de hormdnios encontradas na literatura.

Agente

Condigdes

Técnica

Analitos o . ; Solvente o Referéncia
derivatizante reacionais analitica
50 uL, 60 °C CARPINTEIRO
El, E2 e EE2 MSTFA 30 min GC-MS/MS etal. 2004
50 L, 60 °C . BASHEER
El, E2 e EE2 MSTFA 60 min Diclorometano GC-MS et al., 2005
50 uL
El, E2, EE2 e E3 BSTFA: 1% TMCS Microondas: Piridina GC-MS ZUQ etal,
; 2007
800 w,1 min
El,E2, EE2, E3 e MSTFA: 5% 100 pL,55 °C Isoctano GC-MS DALLEGRAVE,
PRO Imidazol 30 min 2012
50 pL,60 °C - MIGOWSKA
. 0 i -
El,E2, EE2e E3 BSTFA: 1% TMCS 30 min Piridina GC-MS etal,, 2012
. 50 puL:200 pL MIGOWSKA
El,E2, EE2e E3 PFPOH:PFPA 75 °C.15 min - GC-ECD etal,, 2012
El, E2, EE2, E3, 25 pL,70 °C Acetonitrila e ALBERO
TES,PRO BSTFA 60 min piridina GC-MSIMS o1 2013
100 pL, 5 min
El, E2, EE2, E3, MSTFA/TMIS/DTE ’ i i ALBERO
TES, PRO (10002:5, viviw) | omberatura GC-MSIMS o, 2014

BSTFA: N,O-Bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida; TMCS: Trimetilclorosilano; MSTFA: N-Metil-N -(trimetilsilil)
trifluoroacetamida; TMIS: Trimetiliodosilano; DTE: Ditioeritritol; PFPOH:2,2,3,3,3-pentafluoro-1-propanol; PFPA:
Anidrido pentafluoropropionico.

2.4 PREPARO DE AMOSTRA

O preparo de amostra é uma etapa crucial do processo analitico, onde é
realizada, normalmente, a extracdo e pré-concentracdo dos analitos, bem como, a
remocao de interferentes presentes na amostra. Nas Ultimas décadas, diversas
técnicas de preparo de amostras foram desenvolvidas e avaliadas com o intuito de
se obter procedimentos que consumissem menores volumes de solvente, tivessem
alta seletividade, fossem rapidos e altamente automatizados. Exemplos de algumas
das técnicas desenvolvidas sdo: a microextracdo em fase liquida (Liquid Phase
LPME),
SDME),

Microextraction — SPME), a extrac&o sortiva em barra de agitagéo (Stir Bar Sorptive

Microextraction — a microextracdo em gota Unica (Single Drop

Microextraction — a microextracdo em fase solida (Solid Phase
Extraction — SBSE) e a extracdo em fase solida (Solid Phase Extraction — SPE).
Sendo a ultima mais amplamente empregada na pré-concentracdo e clean-up de
analitos presentes em amostras de agua e efluentes (FATTA et al., 2007).

A SPE foi introduzida em meados da década de 1970 a fim de suprir as
desvantagens apresentadas pela extracdo liquido-liquido (Liquid-Liquid Extraction -
LLE) e, devido a sua simplicidade, seletividade e melhores limites de deteccdo em

relacdo a LLE, tornou-se o método de preparo de amostra mais popular para a
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concentragdo de analitos e remocdo de interferentes (HUCK; BONN, 2000;
HERNANDEZ-BORGES et al., 2007; JARDIM, 2010).

Segundo Hernandez-Borges et al. (2007) a SPE teve uma vasta aceitacdo
devido as vantagens da técnica, como facilidade de automacéo, alta recuperacao,
reprodutibilidade da extracdo, capacidade de concentrar o analito com certa
seletividade e a disponibilidade comercial de diversos dispositivos e materiais
sorventes para SPE. Além disso, essa técnica requer um tempo menor e consome
pequenos volumes de solventes organicos em comparacdo com a LLE, tendo um
vasto campo de aplicacdo como, por exemplo, em andlises ambientais
(BIZKARGUENAGA et al., 2012; KUMIRSKA et al., 2015) e de alimentos (SANAGI et
al., 2013).

A SPE é usualmente empregada com o0 propdsito de isolar compostos
presentes em amostras complexas, sendo que 0Ss mecanismos de separagao
envolvidos, tais como, adsorcéo, particdo (fases normal e reversa), troca ionica e
exclusdo, sdo similares aos da cromatografia liquida (JARDIM, 2010). Os
dispositivos de SPE estado disponiveis na forma de cartucho ou disco de extracdo. O
formato de cartucho € o mais popular, podendo ser encontrado no mercado com
diversos volumes e empacotados com diferentes quantidades e tipos de sorventes,
sendo que uma escolha apropriada ira depender das caracteristicas da amostra e
das propriedades fisico-quimicas dos compostos de interesse (CALDAS et al.,
2011).

No formato de disco de extracdo, particulas ativas sao imobilizadas em uma
matriz inerte e estavel de microfibras de politetrafluoretileno (PTFE) ou vidro, por
exemplo. A saber, um disco tipico de SPE tem diametro interno de 47 mm e
espessura de 0,5 mm, apresentando dentre as suas vantagens a existéncia de um
leito mais homogéneo, auséncia de caminhos preferenciais, maior velocidade de
percolagéo e o uso de menores volumes de eluente (JARDIM, 2010).

Os procedimentos de extracdo em fase solida, em geral, ocorrem em quatro
etapas: 1) Condicionamento da fase sorvente com solventes apropriados; 2)
Extracdo dos analitos através da percolacédo da amostra pelo sorvente; 3) Remocao
dos interferentes (clean-up), geralmente utilizando-se 4gua; e 4) Eluicdo dos analitos
com solvente organico. A Figura 5 ilustra as etapas envolvidas na extragcdo com
cartucho empacotado, as quais sao as mesmas quando o dispositivo empregado € o

disco de extracao.
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FIGURA 5: Etapas envolvidas na SPE: condicionamento da fase sorvente, percolagdo da amostra,
remocéao dos interferentes e eluicdo dos analitos.
FONTE: Caldas et al. (2011).

As fases adsorventes convencionais usadas em SPE incluem silica ligada
guimicamente a grupos organicos, como C18, C8, C2, carbono grafitizado e
polimeros como o copolimero de poliestireno divinilbenzeno (PS-DVB)
(FONTANALS; MARCE; BORRULL, 2007), as quais tém como grande desvantagem
a baixa seletividade que conduz a co-extracdo de interferentes. Além disso, essas
fases apresentam caréater hidrofébico, o que dificulta a sua utilizacéo para a extracdo
de compostos polares presentes em matrizes aquosas. Isso se deve a baixa
afinidade do analito com a fase extratora, que resulta em baixas taxas de
recuperacoes, devido a perda do analito durante a etapa de percolacédo da amostra
e lavagem.

Existem, disponivel comercialmente, fases sorventes capazes de atuarem em
uma faixa mais ampla de polaridade, como o sorvente Oasis® HLB (Waters®), um
copolimero macroporoso, formado por mondmeros de divinilbenzeno (carater
hidrofobico) e N-vinilpirrolidona (carater hidrofilico), apresentando entdo, um balanco
hidrofilico-hidrofébico na sua estrutura. Outro exemplo é o sorvente Strata™-X
(Phenomenex®), um material polimérico de estireno-divinilbenzeno quimicamente
modificado com N-vinilpirrolidona, cujos mecanismos de retencdo do analito se dao

por meio de interacfes hidrofébicas, n - © e ligacdes de hidrogénio (FONTANALS;
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MARCE; BORRULL, 2005). As composi¢cdes desses materiais permitem ent&o, a
extracdo de compostos polares.

Todavia, os cartuchos de SPE apresentam um custo elevado, principalmente
agueles cuja fase sorvente trata-se de um copolimero com balanco hidrofilico-
hidrofébico. Além disso, esses dispositivos sdo descartaveis e utilizados, na maioria
dos casos, para uma Unica aplicacdo, 0 que acarreta em gastos significativos com
consumiveis (SMITH, 2003).

Recentemente, muitos esfor¢cos tem sido realizados no desenvolvimento de
novos materiais sorventes mais seletivos, com alta capacidade sortiva, estabilidade
térmica, quimica e mecanica, aumentando assim a vida util do sorvente, e de baixo
custo (AUGUSTO et al.,, 2010). Neste sentido, pode-se citar como exemplos de
materiais que estdo sendo estudados, os polimeros molecularmente impressos
(MIP), os materiais de acesso restrito (RAM), as nanoparticulas metdlicas, o0s
nanomateriais de carbono e 0s imunossorventes, que baseiam-se em interacoes

especificas do tipo antigeno e anticorpo (FARRE et al., 2012; WEN et al., 2014).
2.5 EXTRACAO EM FASE GEL (GPE)

Como mencionado anteriormente, hd um interesse, em especial, no
desenvolvimento de fases para extracdo de compostos polares presentes em
matrizes aquosas complexas. Isso porque estes sdo dificeis de isolar e pré-
concentrar, uma vez que sua baixa afinidade com o adsorvente faz com que sejam
facilmente perdidos durante a percolacdo da amostra e lavagem do cartucho. Nesse
sentido, o hidrogel, material polimérico de origem natural ou sintética, tem chamado
atencdo em relacdo as suas potencialidades de aplicacdo como fase extratora. O
gue é devido, principalmente, a sua estrutura formada por redes poliméricas
hidrofilicas quimica ou fisicamente reticuladas, capazes de absorver e reter grandes
guantidades de agua sem se dissolver (HOFFMAN, 2002; BRITO et al., 2013).

A presenca de diversos sitios hidrofilicos, como —OH, -COOH, -SO3H e —NH2
ligados a cadeia polimérica do hidrogel, permite a extracdo de compostos de maior
polaridade de matrizes aquosas, 0 que tem sido um grande obstaculo para as fases
extratoras comerciais. Além disso, esse material € modulavel, possibilitando a

sintese de géis mais seletivos, e estimulo responsivel, ou seja, sofre alteracdes no
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seu equilibrio de intumescimento em resposta a pequenas alteracdes de parametros
do meio, como pH, temperatura e forga ionica.

Nos ultimos 50 anos, os hidrogéis vém recebendo uma atencéao consideravel
em virtude das suas propriedades como biocompatibilidade e capacidade de
resposta sensivel a estimulos externos (BAHRAM; KESHVARI; NAJAFI-
MOGHADDAM, 2011). Estas caracteristicas vém permitindo uma ampla aplicacéo
desses materiais nas areas médica e farmacéutica, como por exemplo, no
desenvolvimento de 6rgdos artificiais (LEE; KUNG; LEE, 2005), curativos
(SIKAREEPAISAN; RUKTANONCHAI; SUPAPHOL, 2011), lentes de contato
(CHILDS et al., 2016) e sistemas de liberacdo controlada de farmacos (TANG et al.,
2007; MOREIRA et al., 2014).

Essa habilidade de absorver grandes quantidades de agua é devida aos
grupos funcionais hidrofilicos presentes na sua estrutura polimérica, enquanto que a
resisténcia a dissolucdo do material € uma consequéncia das ligacbes cruzadas
existentes entre as cadeias poliméricas (AHMED, 2015). Com relacdo ao grau de
intumescimento do hidrogel, este é dependente de diversos fatores, como estrutura
quimica, massa molar, composicdo e grau de reticulacdo da matriz polimérica
(PEPPAS et al., 2000).

Quando o processo de absorcdo de agua pelo hidrogel se inicia, 0s grupos
hidrofilicos sdo hidratados, levando ao afastamento das cadeias poliméricas e por
consequéncia a formacdo de poros, nos quais a agua adicional absorvida é
armazenada, fazendo com que o hidrogel aumente de volume. No entanto, esse
processo € regulado por uma for¢ca oposta responsavel pela manutencéo do reticulo,
de forma que o gel incha até que o equilibrio de intumescimento seja atingido. Dai
entdo, a quantidade de agua absorvida pelo material irA controlar a particdo e a
difusdo de solutos no hidrogel, isso juntamente com fatores externos, como pH,
temperatura e forca ibnica (HOFFMAN, 2002). A Figura 6 mostra uma

representacdo da interacdo do hidrogel com as moléculas de agua.
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FIGURA 6: Representagdo esquematica da interagao de um hidrogel com moléculas de agua.
FONTE: Moura (2005).

Esses géis sdo classificados em dois grupos em funcdo da natureza das
interacbes que formam o seu reticulo: caso sua estrutura seja mantida devido a
ligacBes covalentes, sdo chamados de hidrogéis quimicos ou permanentes, mas se
a rede polimérica é formada por interagBes fisicas, como por exemplo ligacdes
ibnicas e ligacbes de hidrogénio, os hidrogéis sdo chamados de hidrogéis fisicos ou
reversiveis (PAL; BANTHIA; MAJUMDAR, 2009).

Os hidrogéis podem ser sintetizados a partir de polimeros de origem sintética
ou natural, bem como, pela combinacédo desses. Ambos apresentam propriedades
interessantes, como por exemplo, a biodegradabilidade e atoxicidade dos polimeros
naturais, e a resisténcia mecanica, alta capacidade de absorver agua e maior vida
atil dos polimeros sintéticos (AHMED, 2015).

Apesar dessas caracteristicas atrativas do hidrogel, o seu uso no
desenvolvimento de novas fases extratoras € algo que teve inicio apenas na ultima
década e ainda € pouco explorado. Destaca-se o trabalho de Basheer e
colaboradores (BASHEER et al., 2005), os quais desenvolveram um método de
microextracdo em fibra oca revestida com hidrogel de polimetilmetacrilato (PMMA)
para a determinacao de estrona, 17B-estradiol, 17a-etinilestradiol e dietilestilbestrol
em amostras de agua de torneira e de reservatorio por GC-MS. Os autores do
trabalho alcancaram limites de deteccdo de 0,03 a 0,1 ng L e coeficientes de
variacédo de 3 a 7% (BASHEER et al., 2005). Em um trabalho mais recente, Bahram
e colaboradores (2013) utilizaram um hidrogel de poli(estireno-co-anidrido maleico),
sensivel ao pH, como fase extratora de um método de microextracdo semissolido-
liquido dispersiva para pré-concentracdo e determinacdo de verde malaquita e
violeta cristal por espectrofotometria UV-Vis. Para o corante verde malaquita foi

alcancado um limite de deteccdo de 0,011 pumol L e coeficiente de variacdo de
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4,42%, enquanto que para o violeta cristal o limite de detecgéo foi de 0,014 pmol L*
e o0 coeficiente de variagao foi de apenas 2,72% (BAHRAM; KESHVARI; MOHSENI,
2013).

Com o objetivo de valer-se das vantagens apresentadas pela SPE e das
potencialidades dos hidrogéis para serem empregados como fases sorventes, neste
trabalho foi desenvolvida e proposta uma nova técnica de extracdo, denominada
aqui por extracdo em fase gel (GPE — “Gel Phase Extraction”). Segundo a IUPAC,
um gel é definido como: rede coloidal ndo fluida ou rede polimérica que se expande
ao longo de todo o seu volume por um fluido (ALEMAN et al., 2007). O hidrogel
possui propriedades reoldgicas intermediarias as de materiais nos estados solido e
liquido, ndo se comportando igual a um estado ou outro.

Sendo assim, o processo de extracdo da GPE pode ser compreendido como
uma derivacédo da SPE (condicionamento do cartucho, adicdo da amostra e elui¢céo),
porém, empregando-se hidrogéis como fases extratoras, que € um material inovador
para esse tipo de aplicacdo e possui caracteristicas distintas das de um sélido, como
no caso das particulas de octadecilsilano (C18) que compde a fase sorvente mais
comumente utilizada em SPE.

As fases extratoras desenvolvidas nesse trabalho sdo baseadas em hidrogéis
de PVA/alginato e PVA/pectina. Sendo o &lcool polivinilico (PVA) um polimero
sintético hidrofilico semicristalino produzido pela hidrélise do acetato de polivinila.
Essa reacdo é incompleta e resulta em polimeros com diferentes graus de hidrolise
(MANSUR et al.,, 2008), de forma que o PVA é disponivel comercialmente nas
formas altamente hidrolisado (grau de hidrolise acima de 98,5%) e parcialmente
hidrolisado (grau de hidrélise de 80 a 98,5%). O PVA contém em sua estrutura
diversos grupos hidroxila, sendo, entdo, um polimero altamente hidrofilico que exibe
propriedades mecanicas excelentes, estabilidade quimica e capacidade de formar
filmes (PARK; PARK; RUCKENSTEIN, 2001).

J& os biopolimeros alginato e pectina sdo polissacarideos extraidos de algas
e frutos, respectivamente. Sendo o primeiro formado por unidades de acidos
D-manurénico e L-glucurénico ligadas de forma linear por ligagcdes glicosidicas a(1-
4) (CAMPESE et al., 2007). Enquanto que a pectina é constituida majoritariamente
por unidades de acido galacturdnico ligadas por ligagbes do tipo a(1-4), contendo
guantidades variaveis de substituintes metil-éster (MOREIRA et al., 2014)

dependendo do seu grau de metoxilacdo. A pectina pode ter alto grau de
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metoxilagdo (GM > 50%) ou baixo grau de metoxilagdo (GM < 50%), o que vai
depender da origem e do método usado para a extracdo e purificacdo desse
biopolimero (LOPES, 2014). A Figura 7 traz as estruturas possiveis dos polimeros

utilizados nesse trabalho: PVA, alginato e pectina.

OH H 00C HO
~ i) O/ “--&_- 0] 0/
0 Y A\
n HO—Ccoo- HO

(a) (b)

HOOC HO
H3COOC\F_IO P f[o P -LO 0
’XT 0"(‘ O M Ao-
C (J()H COOCH3

(c)

FIGURA 7: Estrutura possivel dos polimeros PVA altamente hidrolisado (a), alginato (b) e pectina (c)
empregados na sintese dos hidrogéis estudados.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliacdo de hidrogéis baseados em polimeros de origem sintética e natural
como fase extratora para a extracdo em fase gel (GPE) e determinacéo

cromatografica (GC-MS/MS) de hormdnios em matrizes aquosas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os obijetivos especificos do trabalho sao:

a) Desenvolvimento de um método cromatografico (GC-MS/MS) para a
determinacdo dos hormoénios alvo deste estudo: estrona, 17-estradiol,
17a-etinilestradiol, estriol, progesterona e testosterona.

b) Desenvolvimento de discos de extracdo baseados em hidrogéis de
PVA/alginato e PVA/pectina.

c) Avaliacdo dos hidrogéis de PVA/alginato e PVA/pectina como fase
extratora para extracdo em fase gel dos analitos.

d) Otimizacédo das variaveis envolvidas no processo GPE.

e) Avaliacao de parametros analiticos de mérito.

f) Aplicacdo da metodologia desenvolvida na determinagdo de hormdnios

em amostras de aguas superficiais.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 MATERIAIS E REAGENTES

Os padrdes de alta pureza usados foram bisfenol A - die (99,9%, Supelco®),
estrona (99%, Fluka®), 17B-estradiol (98%, Sigma-Aldrich®), estriol (97%, Fluka®);
17a-etinilestradiol, testosterona e progesterona (98%, Fluka®).

Os solventes de grau cromatografico empregados foram diclorometano
(Panreac®), acetato de etila e metanol (J. T. Baker®). Utilizou-se agua ultrapura com
resistividade controlada em 18,2 uQ cm-%, purificada pelo sistema Millipore-Simplicity
UV (Bedford, MA, USA).

Para a reacao de derivatizacéo empregou-se N,O-
Bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida com 1% de trimetilclorosilano (BSTFA:1%TMCS),
N-metil-N-(trimetilsililtrifluoroacetamida  (MSTFA), trimetilsililimidazol  (TMSI),
anidrido acético (= 99%) e carbonato de potassio (= 99%) todos fornecidos pela
Sigma-Aldrich®.

Os polimeros utilizados na sintese dos hidrogéis foram alcool polivinilico
(> 99% hidrolisado, MM: 89.000 — 98.000 g mol?), alginato de sédio, ambos
fornecidos pela Sigma-Aldrich®, e pectina citrica adquirida no Mercado Municipal da
cidade de Curitiba-PR, a qual foi gentiimente cedida pelo Grupo de Pesquisa em
Macromoléculas e Interfaces (GPMIn), coordenado pela professora Izabel C. Riegel-
Vidotti. O agente reticulante empregado foi o acido citrico anidro fornecido pela
Qhemis®.

Os cartuchos de SPE utilizados foram SampliQ C18 (Agilent®, 500 mg, 6 mL),
Oasis® HLB (Waters®, 500 mg, 6 mL) e Strata™-X (Phenomenex®, 200 mg, 3 mL).

Para a lavagem das vidrarias, estas eram deixadas de molho em agua de
torneira por um periodo minimo de 12 horas, sendo em seguida enxaguadas com
alcool etilico comercial, agua da torneira, agua destilada e agua ultrapura. Apés a

secagem ao ar ou em estufa passava-se acetona de grau analitico PA.
4.2 EQUIPAMENTOS

Para as pesagens utilizou-se uma balan¢a analitica digital Mettler Toledo®
XS205DU com preciséo de 0,01 mg. O ajuste de pH das amostras foi realizado com

a ajuda de um pHmetro Orion 3-star (Thermo Scientific®). Para a concentracado dos
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extratos empregou-se um concentrador de amostras RVC 2-18CD (CHRIST®). A
liofilizagdo da pectina citrica comercial purificada ocorreu em um liofilizador L101
(Liobras®).

Os espectros de absorbancia na regidao do infravermelho médio (4000 a
600 cm™?) foram adquiridos, a temperatura ambiente, por um espectrometro com
transformada de Fourier modelo Vertex 70 (Bruker®), equipado com acessorio de
reflectancia total atenuada (ATR) e cristal de ZnSe.

As determinacdes cromatograficas foram realizadas por um cromatégrafo a
gas, modelo GCMS2010 Plus (Shimadzu®, Japao), hifenado a um espectrometro de

massas em tandem do tipo triplo quadrupolo TQ8040 e autoamostrador AC 5000.
4.3 METODOLOGIA
4.3.1 Preparo das solucdes de padrées

As solucdes estoque, de cada padrdo individual, foram preparadas em
metanol nas concentracdes de 1000 mg L e 400 mg L para os hormonios e o
padrao interno (bisfenol A - die), respectivamente. Para isso, pesou-se 10,00 mg de
cada horménio e 4,00 mg de bisfenol A - dis, os quais foram dissolvidos com
metanol completando-se o volume de 10 mL da vidraria analitica. O armazenamento
dessas solucdes foi feito ao abrigo de luz a -18°C. Solucdes de trabalho contendo os
seis horménios foram preparadas por diluicdo das solucdes estoque em metanol, a

cada 30 dias, periodo no qual apresentaram estabilidade se armazenadas a -18°C.
4.3.2 Sistema analitico — GC-MS/MS

O sistema GC-MS/MS foi operado nos modos simples (MS), onde o primeiro e
0 segundo quadrupolo (Q1l e g2) sdo empregados como focalizadores e o terceiro
quadrupolo (Q3) como analisador, e sequencial (MS/MS) que utiliza o primeiro e o
terceiro quadrupolo (Q1 e Q3) como analisadores e o segundo quadrupolo (g2)
como célula de colisdo. A Tabela 3 apresenta as condicfes de andlise do sistema
GC-MS/MS.

As condicdes da programacao de temperatura em GC foram otimizadas, a fim
de se obter alta eficiéncia e resolucdo na separacado cromatografica. Para isso,

analisou-se uma solucdo de trabalho contendo os seis horménios (E1, E2, TES,
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EE2, PRO e E3) e o padrdo interno (BPA-die) na concentracdo de 10 mg L™
Previamente & injecdo no sistema GC-MS/MS, os analitos foram derivatizados,

empregando-se as condicfes de compromisso da reacéo de sililacéao (item 4.3.4).

TABELA 3: Condicdes de andlise do sistema GC-MS/MS.

Temperatura do injetor
Injetor Volume de injecao
Modo de injecao

250 °C
1puL
Split (1:10 e 1:20)

Coluna

SH-Rtx-5MS (Shimadzu)
30 m x 0,25 mm x 0,25 um

Gas de arraste He (5.0)
GC Fluxo do gas de arraste 1 mL min?
Coluna: 220 °C (2 min)
Rampa de aguecimento Rampa 1: 20 °C mint até 280 °C (1 min)
Rampa 2: 2 °C min! até 290 °C
Rampa 3: 20 °C min'* até 300 °C (1,5 min)
Temper?tur_a da linha de 300°C
transferéncia
Temperatura da fonte de o
TQMS ionizacao 250 °C
Analisador de massas Triplo quadrupolo
Energia de ionizacdo 70 eV

Modo de registro dos ions Full Scan, Product lon Scan, SIM e MRM

SIM: Monitoramento de ions seletivo (Single lon Monitoring); MRM: Monitoramento de reacdes
multiplas (Multiple Reaction Monitoring).

O argbnio (4.8) foi utilizado como gas de colisdo, e a otimizacdo dos
parametros do MS/MS (energia de coliséo, estudo de fragmentagcédo e selecdo dos
ions m/z precursores e produtos) foi realizada e é descrita no item 4.3.8.

4.3.3 Selecédo do agente derivatizante

Neste trabalho, foram avaliados quatro reagentes de derivatizagdo: anidrido
acético, BSTFA:1% TMCS, MSTFA e MSTFA:0,1% TMSI.

4.3.3.1 Acilacao

O procedimento de derivatizagdo, por meio de reacgéo de acilagao, teve como
base trabalhos descritos na literatura por Rodriguez et al. (1996) e Bagheri e Saraji,
(2003), o qual consistiu na adigdo de 50 pL da solugéo de trabalho dos horménios
(25 mg Lt) em metanol, 100 pL da solugdo aquosa de K2CO3s 5% (m/v) e 100 uL de
hexano:anidrido acético (9:1, v/v), em um insert de 350 pL. Essa mistura foi agitada
em vortex durante 1 min e, em seguida, deixada em repouso para que houvesse a

separacdo das fases. Com o auxilio de uma micropipeta, transferiu-se 50 pL do
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sobrenadante (fase orgéanica) para um insert de 200 pL, dos quais 1 pL foram
injetados no sistema GC-MS/MS.

4.3.3.2 Sililacéo

Para as reacOes de sililacdo, tomaram-se como base os trabalhos de
Quintana et al. (2004), Basheer et al. (2005) e Shareef et al. (2006). O processo de
derivatizacao consistiu na total evaporagcéo de 100 pL da solugéo de trabalho dos
hormonios (25 mg L?) sob fluxo de N2, seguida da adicdo de 50 puL do agente de
sililacdo (BSTFA:1%TMCS, MSTFA ou MSTFA:0,1%TMSI) e homogeneizacdo em
vortex durante 30 segundos. A reagdo ocorreu em um banho termostatizado a 60 °C
por 30 minutos. Ao término da sililagdo, as amostras foram secas sob fluxo de Nz,
reconstituidas com 100 pL de acetato de etila e injetadas no sistema GC-MS/MS. Os

ensaios foram realizados em triplicata.
4.3.4 Otimizacédo da reacao de derivatizacao
4.3.4.1 Planejamento fatorial para a determinacéo das condigcbes de compromisso

Apés a selecdo do agente derivatizante mais adequado, realizou-se um
estudo de otimizacdo dos parametros da reacdo de derivatizacdo, como
temperatura, tempo de reacao e volume do agente derivatizante. A fim de se obter
uma alta eficiéncia na reacdo, optou-se por avaliar esses parametros de forma
multivariada, e para isso foi empregado um planejamento fatorial completo 23 com
ponto central.

A escolha dos niveis superiores e inferiores para cada um dos fatores foi feita
com base em trabalhos descritos na literatura (QUINTANA et al., 2004; BASHEER et
al., 2005; SHAREEF; ANGOVE; WELLS, 2006). A Tabela 4 traz a relacéo de fatores
e niveis empregados no planejamento fatorial. Cada ensaio foi realizado em

duplicata.

TABELA 4: Condicoes avaliadas no primeiro planejamento fatorial 22 com ponto central.

Variavel Nivel (-) Ponto central Nivel (+)
Temperatura/°C 40 50 60
Tempo de reacao/min 30 45 60

Volume de agente derivatizante/pL 30 40 50
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Nesta etapa do trabalho, algumas modificacbes no procedimento
experimental da reacao sililagdo, apresentado no item 4.3.3.2, precisaram ser
aplicadas com a finalidade de reduzir o niumero de etapas e 0 tempo necessario
para a obtencédo dos hormonios derivados de TMS.

Assim sendo, o novo procedimento experimental, consistiu em evaporar
totalmente, sob fluxo N2, 100 pL da solucédo de trabalho (25 mg L), adicionar o
MSTFA:0,1%TMSI e homogeneizar a amostra com o auxilio de um vortex por 30
segundos. A reacdo ocorreu em um forno, com controle preciso de temperatura, nas
condicbes de tempo e temperatura dadas pelo planejamento fatorial. As amostras
foram, entdo, avolumadas para 100 uL com acetato de etila e injetadas no sistema
GC-MS/MS.

A partir dos resultados obtidos, um segundo planejamento fatorial completo 23
com ponto central foi montado, a fim de se encontrar condicbes experimentais que
acarretassem em respostas ainda melhores que as obtidas no primeiro
planejamento. Os niveis selecionados para 0 segundo planejamento estdo

apresentados a seguir (Tabela 5):

TABELA 5: Condigbes avaliadas no segundo planejamento fatorial 23 com ponto central.

Variavel Nivel (-) Ponto central Nivel (+)
Temperatura/°C 60 65 70
Tempo de reagdo/min 20 25 30
Volume de agente derivatizante/uL 30 40 50

Os ensaios foram encaminhados em duplicata do mesmo modo que o0s

realizados no primeiro planejamento fatorial, alterando apenas os niveis avaliados.
4.3.5Avaliacao da etapa de secagem da amostra

Com o objetivo de reduzir o tempo da etapa de evaporacao da amostra, foram
realizados dois ensaios, em duplicata, onde se avaliou a diferenca entre o processo
de secagem com fluxo de N2 e em forno, com controle preciso de temperatura, a
80 °C. Para tanto, utilizou-se a solucdo de trabalho dos horménios na concentracéo
de 10 mg L?, a qual foi seca por dois processos diferentes, sob fluxo de N2 e em
forno a 80 °C. Apds a sua evaporacao, ambas as amostras foram submetidas a
reacao de derivatizacdo, descrita no item 4.3.4.1, empregando-se as condi¢des de

compromisso para a temperatura (70 °C), o tempo de reacdo (30 min) e o volume do
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MSTFA:0,1%TMSI (30 pL). As amostras foram entdo, analisadas pelo sistema
GC-MS/MS.

4.3.6 Derivatizagao do 17a-etinilestradiol

Trabalhos da literatura (SHAREEF et al.,, 2004; ZHANG; ZUO, 2005;
SHAREEF; ANGOVE; WELLS, 2006; MIGOWSKA et al., 2012) tem reportado que
quando o horménio 17a-etinilestradiol é submetido a reacdo de sililacao,
empregando-se diferentes agentes derivatizantes e solventes, este tende a se
converter no produto da reacdo de sililacdo da estrona, acarretando em um falso
negativo para o EE2 e um falso positivo para E1, quando esses compostos sao
determinados simultaneamente.

Por esse motivo, a derivatizacdo do EE2 foi avaliada empregando-se
diferentes reagentes de sililacdo (BSTFA:1%TMCS, MSTFA, MSTFA:0,1%TMSI e
MSTFA:1%TMSI) e também diferentes solventes (acetato de etila e diclorometano).

A Tabela 6 apresenta uma relacdo das condi¢des utilizadas nesses ensaios.

TABELA 6: Relacdo das condi¢cdes de volumes para os reagentes de sililagdo e solventes
empregados na sililacdo do EE2.

Ensaio Reagente de sililagéo Solvente

30 pL de BSTFA;1%TMCS -

30 pL de MSTFA -

30 pL de MSTFA:0,1%TMSI -

30 pL de MSTFA:1%TMSI -

30 pL de MSTFA:1%TMSI 70 pL de acetato de etila
30 pL de MSTFA:1%TMSI 70 pL de diclorometano

OO~ WNPRE

4.3.7 Desempenho cromatografico dos horménios derivatizados e ndo derivatizados

A fim de comprovar a eficacia do processo de derivatizacdo, realizaram-se
dois ensaios, em duplicata, onde foram injetadas no sistema GC-MS/MS amostras
dos hormdnios submetidas a reacdo de sililacdo e também amostras que nao
passaram por esse processo. Abaixo sdo descritas as etapas de preparo dessas

amostras para sua posterior injecdo no sistema cromatografico.
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4.3.7.1 Amostras ndo submetidas a reacao de sililagéo

Em inserts de 200 pL, foram adicionados 150 pL da solucéo de trabalho dos
hormdnios com concentracdo de 10 mg L%, os quais foram completamente
evaporados em forno a 80°C. As amostras foram em seguida reconstituidas com
150 pL de acetato de etila e homogeneizadas em vortex durante 30 segundos, por
fim 1 pL foi injetado no sistema GC-MS/MS.

4.3.7.2 Amostras submetidas a reacao de sililacao

Adicionou-se, em inserts de 200 pL, 150 pyL da solucdo de trabalho dos
hormonios com concentracdo de 10 mg L%, os quais foram completamente
evaporados em forno a 80°C. Apds as amostras serem resfriadas a temperatura
ambiente, foram adicionados 30 pL de MSTFA:1%TMSI (v/v) e sua homogeneizacao
foi realizada em vortex por 30 segundos. A reacao de sililagdo ocorreu em um forno
a 70°C durante 30 minutos. As amostras foram resfriadas a temperatura ambiente e
avolumadas para 150 pL com acetato de etila, sendo finalmente injetadas no
sistema GC-MS/MS.

4.3.8 Otimizacédo do método MRM

A otimizacdo do método MRM foi realizada para se determinar as energias de
colisdo e as transicbes de ion precursor para ion produto que resultariam em uma
melhor resposta, ou seja, maior intensidade de pico. Para isso, preparou-se uma
amostra, de acordo com o item 4.3.7.2, a qual foi analisada pelo modo Product Ion
Scan. Nesse modo, fixa-se um valor de m/z em Q1 (ion precursor) enquanto que em
Q3 se faz uma varredura, dentro da faixa de m/z estipulada, de todos os ions
formados (ions produtos) pela fragmentagdo do ion precursor na célula de colisdo

(g2). A Figura 8 apresenta de forma genérica o funcionamento desse modo.
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FIGURA 8: Representacédo do funcionamento de um analisador de massas do tipo triplo quadrupolo
no modo Product lon Scan.

CID: Collision-induced dissociation; M: ion precursor; m1, m2 e m3: ions produtos.

FONTE: Adaptado de Shimadzu (2014).

Os ions precursores selecionados foram aqueles que apresentaram maior
intensidade quando determinados pelo modo Full Scan. A partir da selecédo desse
ion, avaliaram-se trés transi¢cées, sendo uma com a finalidade de quantificacdo e as
outras duas de confirmacao. A varredura dos ions produtos foi realizada dentro do
intervalo de m/z de 50 ao valor de m/z do ion precursor subtraindo-se 1,5. A
diferenca de potencial aplicada em g2 foi variada de 3 em 3 V, dentro do intervalo de

lab8V.
4.3.9 Preparo dos discos de extracéo
4.3.9.1 Purificacdo da pectina

A pectina citrica comercial foi purificada por processo de dialise, empregando-
se membrana de celulose regenerada com MWCO (Molecular weight cut off) de 12 a
14 kDa (Spectra/Por®). Para isso, preparou-se uma solucdo de pectina com
concentracdo de 10% (m/v), a qual foi acondicionada no interior da membrana e
deixada em um banho de agua destilada. A dialise ocorreu durante um periodo de 3
dias, no qual trocou-se a agua destilada 4 vezes ao dia. Apds esse processo a

solucéo de pectina foi liofilizada.
4.3.9.2 Preparo das solucdes dos polimeros

- PVA: as solugbes de PVA, nas concentragdes de 5%, 10%, 15% e 20%
(m/v), foram preparadas pela dissolucdo do polimero em agua ultrapura. Para a
solubilizacdo do PVA foi empregado aquecimento (~85°C) e agitacdo magnética

durante 3 horas.
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- Alginato e pectina dialisada: as solu¢des de alginato (1% e 2%, m/v) e
pectina dialisada (1%, 2%, 3%, e 4%, m/v) foram preparadas pela dissolucdo desses
polimeros em agua ultrapura, sob agitacdo magnética durante um periodo de 3

horas.

4.3.9.3 Sintese dos discos de hidrogel

Para a sintese dos discos de hidrogel, foi tomado como base o trabalho de
Stone e colaboradores (2013), onde é realizada a sintese de um hidrogel de
PVA:alginato na proporc¢éo 5:1 (m/m), reticulado com acido citrico.

Desta forma, os discos de extracdo foram obtidos através da reticulagéo, com
acido citrico, de misturas de PVA com alginato ou PVA com pectina como €
detalhado a seguir. Primeiramente, foi preparada uma dispersdo pela mistura, na
proporcao de 1:1 (m/m), da solucdo de PVA (5%, 10%, 15% ou 20%, m/v) com a
solucdo de um dos polimeros naturais, alginato (1% ou 2%, m/v) ou pectina (1%,
2%, 3% ou 4%, ml/v). Essa dispersdo ficou sob agitacdo magnética durante
30 minutos e, apds esse periodo, adicionou-se uma quantidade de acido citrico que
correspondia a 10% da massa total dos polimeros. Para a solubilizacdo do acido
citrico, empregou-se agitacao por 10 minutos.

Posteriormente a solubilizacdo do agente reticulante, 1 g da dispersdo foi
adicionado em béqueres de 10 mL, que neste trabalho, foram utilizados como
molde. Esses permaneceram em estufa a 60°C durante 14 horas, para que
houvesse a reticulacdo e secagem dos géis. Os hidrogéis secos foram, entdo,
retirados do molde e cortados com lamina de aco inox em formato apropriado para

acoplamento nos dispositivos de extragao (Figura 9).

FIGURA 9: Hidrogel P5PC1 ap6s ser retirado do molde (a) e cortado (b).
P5PC1: PVA 5% (m/v) e pectina 1% (m/v).
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Neste trabalho, avaliou-se hidrogéis com diferentes composi¢des com relacao

ao polimero natural empregado (alginato ou pectina), a massa do disco de extracdo

e a proporcdo entre os polimeros. Na Tabela 7 sdo discriminadas as solucdes

empregadas na sintese de cada gel, bem como, a composi¢éo do gel seco.

TABELA 7: Composicdo dos discos de hidrogel estudados.

Disco de extracédo

Solucdes dos polimeros

Composicéo do hidrogel seco*

P5AL1
P10AL2

PVA 5% (m/v)
PVA 10% (m/v)

Alginato 1% (m/v)
Alginato 2% (m/v)

83,33% PVA

16,67% Alginato

P5PC1

P10PC2
P15PC3
P20PC4

PVA 5% (m/v)

PVA 10% (m/v)
PVA 15% (m/v)
PVA 20% (m/v)

Pectina 1% (m/v)
Pectina 2% (m/v)
Pectina 3% (m/v)
Pectina 4% (m/v)

83,33% PVA

16,67% Pectina

P5PC2

PVA 5% (m/v)

Pectina 2% (m/v)

71,43% PVA

28,57% Pectina

P10PC1

PVA 10% (m/v)

Pectina 1% (m/v)

90,91% PVA

9,09% Pectina

P10PC3

PVA 10% (m/v)

Pectina 3% (m/v)

76,92% PVA

23,08% Pectina

P15PC2

PVA 15% (m/v)

Pectina 2% (m/v)

88,24% PVA

11,76% Pectina

*Valores percentuais calculados com relagdo a massa total dos polimeros, desconsiderando a massa
do agente reticulante.

4.3.10 Extracdo dos hormdnios

Os hidrogéis, preparados segundo descrito no item 4.3.9.3, foram avaliados
como fase extratora para a determinacdo dos horménios estudados (E1, E2, EE2,
E3, PRO e TES) em matrizes aquosas. Para os testes iniciais, estudou-se a
composicdo do gel com relacdo ao polimero natural utilizado (alginato ou pectina), o
aumento da massa dos discos de extracdo e a proporcdo entre os polimeros,
empregando-se amostras de agua ultrapura enriqguecida com os analitos na
concentracdo de 1 mg L.

Como dispositivos de extragdo utilizou-se suportes reutilizaveis de
policarbonato para filtro de membrana para ser acoplado em seringa, com diametro
de 25 mm, dentro dos quais eram dispostos os discos de extragcdo e uma membrana
de celulose regenerada (0,45 um) sobre cada um destes. Para o processo de
extracdo fez-se o uso de um sistema manifold Visiprep (Supelco®), onde os
dispositivos de extracdo foram posicionados e aos quais se acoplou uma seringa de
20 mL sem o embolo para que se pudesse verter a amostra. As extracdes foram
realizadas a pressdo atmosférica. A Figura 10 traz o dispositivo empregado

juntamente com o sistema manifold.
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FIGURA 10: Dispositivo de extragdo fechado (a) e aberto (b) e sistema manifold (c).

Previamente ao procedimento de extragdo, os discos de hidrogel, ja dispostos
no suporte de filtro seringa juntamente com as membranas, foram hidratados, pela
percolacdo de 10 mL de agua ultrapura, e posicionados no sistema manifold. A
extragcdo consistiu entdo, na percolacdo de 100 mL de amostra pelo disco de
extracdo, seguida da secagem do hidrogel no sistema manifold com vacuo por
1 hora, empregando-se uma bomba de vacuo (Tecnal® TE-0581). Para a dessorcao
dos analitos, os discos de extracdo foram retirados do suporte de filtro seringa e
dispostos em vials de 2 mL contendo 1 mL de metanol. A dessor¢ao ocorreu entao,
em banho ultrassonico durante 20 minutos. Por fim, o extrato foi seco em
concentrador e reconstituido com 200 pL de metanol, dos quais 150 pL foram
transferidos para um insert. Antes da injecdo de 1 pL de amostra no sistema

GC-MS/MS esta passou pelo processo de derivatizagao.

4.3.11 Caracterizacao fisico-quimica dos hidrogéis de PVA/pectina

Realizou-se a caracterizacdo fisico-quimica (grau de intumescimento, perda
de agua, espectroscopia de infravermelho e microscopia eletrdnica de varredura)
dos hidrogéis P5PC1, P10PC2, P15PC3, P20PC4, P15PC2 e PVA. Sendo o ultimo
preparado de forma semelhante aos demais (item 4.3.9.3), porém sem a presenca

de pectina. Assim, em uma solucédo de PVA 15% (m/v) adicionou-se uma quantidade
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de acido citrico correspondente a 10 % da massa de PVA. Apoés a solubilizagdo do
agente reticulante, 1 g da solugéo foi adicionado em béqueres de 10 mL, os quais

permanecerem em estufa a 60°C por 14 horas.

43111 Grau de intumescimento

Para a determinacgdo do grau de intumescimento (1%), amostras dos hidrogéis
secos foram imersas em 30 mL de 4gua ultrapura. Durante 300 minutos, mediram-se
as massas dos géis intumescidos, para isso as amostras foram secas
superficialmente com papel absorvente para a remocdo do excesso de agua.

Calculou-se o grau de intumescimento de acordo com a equagao a seguir.

M; - Mo

0% = =

100

(1)

Onde, Mt corresponde a massa do hidrogel intumescido em um tempo t e Mo
refere-se a massa do hidrogel seco. O grau de intumescimento de cada gel foi

determinado em triplicata.
4.3.11.2 Perda de agua

Os ensaios de perda de agua foram conduzidos, em triplicata, a temperatura
ambiente (25°C) e sob refrigeracdo (4°C). Primeiramente, os hidrogéis foram
hidratados, pela sua imersdo em 30 mL de agua ultrapura por 90 minutos, e secos
com papel absorvente para a remocdo do excesso de agua. Entdo, durante
300 minutos, as massas dos géis foram medidas a cada 30 minutos. Calculou-se o

percentual de perda de 4gua através da equacao abaixo.
Mgq -M;

Perda de agua (%)= Y 100
eq

(2)

Onde, Meq corresponde a massa do hidrogel no equilibrio de intumescimento

e Mt refere-se a massa do hidrogel em um tempo t.
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4.3.11.3 Microscopia eletrdnica de varredura

Para a andlise por microscopia eletrénica de varredura (MEV), os discos de
hidrogel secos foram congelados com nitrogénio liquido e fraturados. Uma vez que
ndo é um material condutor, foi necessario fazer a deposicdo de uma fina camada
de ouro sobre suas superficies. As amostras foram observadas por um microscopio
eletrénico de varredura modelo JSM-6360LV (JOEL®), operando em 10 kV.

4.3.12 Otimizacgéo da extracdo em fase gel (GPE)
4.3.12.1 Otimizagao da eluigéo dos analitos

A etapa de eluicdo dos analitos foi estudada, de forma univariada, para a
determinacdo das condi¢cdes de compromisso com relacdo a natureza e volume de
solvente, bem como, ao nimero de elui¢cdes. Os solventes avaliados foram metanol,
acetato de etila e diclorometano. Selecionado o solvente, fez-se um estudo com
relacdo ao volume de solvente (1 mL ou 2 mL) e ao numero de eluicdes (1 a 6
eluicdes).

Neste momento, o procedimento de extracdo sofreu algumas alteragcdes com
relacdo ao que foi previamente apresentado no item 4.3.10, sendo realizado da
seguinte forma: os discos de hidrogel foram posicionados nos dispositivos de
extracdo, sem as membranas, e hidratados com 10 mL de agua ultrapura. Para a
extracdo, 100 mL de agua ultrapura enriguecida com os hormonios (500 pug L) e o
padrdo interno (100 pg L) foram percolados pelo disco de extracdo com auxilio de
bomba de vacuo e vazdo de 2 mL mint. Os hidrogéis foram secos com vacuo
durante 30 minutos e posteriormente, eluiu-se os analitos da fase extratora com seis
adicbes de 1 mL ou 2 mL de solvente e vazdo de 1 mL min. Cada um dos seis
extratos foi coletado separadamente, seco e reconstituido com 200 pL de metanol,
dos quais 150 pL foram encaminhados para a etapa de derivatizacdo e posterior

injecdo no sistema GC-MS/MS.
4.3.12.2 Planejamento composto central: Extracéo

Realizou-se um estudo de otimizacdo dos parametros envolvidos na GPE,
com o proposito de definir as condi¢cdes de compromisso a serem empregadas no
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processo de extragdo para os fatores de pH, volume de amostra e vazéao. Isso foi
feito através de um planejamento composto central para trés variaveis. A Tabela 8
traz a relacdo dos fatores e niveis inferiores (-1), superiores (+1) e axiais (-1,68 e
+1,68) empregados no planejamento fatorial completo 23 com quadruplicata do

ponto central (0).

TABELA 8: Condicdes avaliadas no planejamento composto central.

Variavel Niveis

-1,68 -1 0 +1 + 1,68
pH 35 45 6,0 7,5 8,5
Volume de amostra/mL 66 100 150 200 234
Vazao/mL mint 1,3 2 3 4 4,7

As extracBes foram executadas segundo o procedimento descrito no item
4.2.12.1, com as condicbes de compromisso previamente determinadas para a

etapa de elui¢do, e aplicando-se os diferentes niveis para cada uma das variaveis.
4.3.13 Reutilizacao dos discos de extracao

A possibilidade de reutilizacdo dos discos de extracdo também foi avaliada
neste trabalho, para tal, um mesmo disco de hidrogel foi submetido a dez extracdes
realizadas em dois dias consecutivos. Para a extracdo, 100 mL de agua ultrapura
enriguecida com os horménios (500 pg L) e o padrdo interno (100 pg L?) foram
percolados pelo disco de extracdo com auxilio de bomba de vacuo e vazao de
4 mL min?!. Os hidrogéis foram secos com vacuo durante 30 minutos e
posteriormente, eluiu-se os analitos da fase extratora com cinco adicbes de 1 mL de
metanol sob vazdo de 1 mL minl. Os extratos foram secos em concentrador e
reconstituidos para 200 pL.

Entre cada extracdo, os discos de hidrogel foram lavados com 10 mL de
agua:metanol (1:1, v/v) seguidos de 10 mL de agua ultrapura, para evitar o efeito de
memoria. Como as extra¢cdes foram conduzidas em dois dias, os dispositivos de
extracdo contendo os hidrogéis foram armazenados imersos em agua ultrapura a
4°C.
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4.3.14 Analise dos parametros de mérito

Os parametros de mérito foram avaliados segundo as orientacbes do
Harmonized guidelines for single-laboratory validation of methods of analysis
(IUPAC, 2002).

4.3.14.1 Linearidade

A linearidade foi avaliada para o intervalo de concentracdo de 0,1 a
100 pg L. Para isso, agua ultrapura enriquecida com os hormonios em diferentes
concentracOes, respeitando a faixa mencionada anteriormente, e o padrdo interno
(25 pg L) foram extraidas e analisadas pelo sistema GC-MS/MS, no modo MRM,

em triplicata.
4.3.14.2 Limite de quantificacao

O limite de quantificacdo (LQ) foi estabelecido como sendo a menor

concentracdo quantificavel com precisdo (RSD < 20%) e exatidao (entre 80 e 120%).
4.3.14.3 Preciséo

Avaliou-se a precisdo através de intraensaio e interensaio, sendo que para o
primeiro foram realizadas extracdes, em um mesmo dia, de &gua ultrapura
enriguecida com os hormdnios nas concentracées de 40 e 80 pg L. Para o
interensaio, agua ultrapura enriquecida com os hormonios nas concentracfes de LQ,
50 e 100 pg L? foram extraidas em trés dias distintos. A precisdo foi expressa em
termos de desvio padrao relativo (RSD — Relative Standart Deviation). Neste estudo

foi empregado um disco de hidrogel para cada extracao.
4.3.14.4 Exatidao

Para a determinacdo da exatiddo, agua ultrapura enriquecida com o0s
hormonios nas concentracdes de LQ, 40 e 80 ug L foram extraidas em triplicata. A
exatidao foi expressa pela razdo entre a concentracdo medida experimentalmente e
a concentracdo tedrica. Neste trabalho, o pardmetro de recuperacdo foi avaliado

como exatidao.
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4.3.14.5 Repetibilidade

A repetibilidade da técnica foi avaliada por meio do desvio padrao relativo
(RSD) obtido para cada horménio no estudo de reutilizagdo do disco de hidrogel
(item 4.3.13). Para este estudo foram realizadas 10 extracdes utilizando-se 0 mesmo

disco de hidrogel.
4.3.14.6 Reprodutibilidade

A reprodutibilidade da técnica foi avaliada através dos ensaios de precisdo
(tem 4.3.15.4), uma vez que as extracdes realizadas empregaram discos de

hidrogel distintos (ndo houve reutilizacdo).
4.3.15 Aplicagdo
4.3.15.1 Area de estudo: rio Belém

Os recursos hidricos do municipio de Curitiba estao distribuidos em seis sub-
bacias hidrograficas (Rio Atuba, Rio Belém, Rio Barigui, Rio Passauna, Ribeirdo dos
Padilha e Rio Iguagu), cuja qualidade encontra-se comprometida, devido ao
crescimento da cidade que levou a uma ocupacao desordenada do seu territério. A
partir da década de 60, houve um aumento populacional em Curitiba e na sua regido
metropolitana, decorrente do processo de migracdo da populacao rural para a area
urbana, levando a ocupacao irregular de areas préximas a corpos hidricos, sujeitas a
inundacdes e de protecdo ambiental (IPPUC, 2007). Assim, as ocupacdes
irregulares em conjunto com a dificuldade do municipio de absorver esse excedente
populacional, que gera um descompasso no atendimento necessario de
infraestrutura, principalmente com relagdo ao sistema de coleta de esgoto
(AGUASPARANA, 2013), contribuiram com a degradagio desses recursos hidricos.
Por este motivo, esta regido foi selecionada como ponto de estudo para comprovar a
eficiéncia do método proposto neste trabalho.

O rio Belém é um dos principais rios de Curitiba, tendo 17,13 km de extenséo,
area de drenagem de 87,80 km?, que equivale a aproximadamente 20% da area da
cidade, 46 afluentes e alta densidade populacional. Esse rio nasce no bairro
Cachoeira, corta a cidade no sentido de norte a sul e tem sua foz no rio lguagu, no
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bairro Boqueirdo, sendo entdo um dos afluentes da margem direita do rio Iguacgu

(IPPUC, 2007). A Figura 11 traz um mapa de localizacdo da Bacia Hidrografica do

Rio Belém com os pontos de amostragem identificados.
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FIGURA 11: Pontos de amostragem na Bacia Hidrografica do Rio Belem.
FONTE: Adaptado de AguasParana (2000).
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Devido a Bacia Hidrografica do Rio Belém ser uma bacia urbana, esta sofre
graves desequilibrios ambientais, que sdo consequéncia de uma infraestrutura
precaria de esgotamento sanitario, ocupacfes irregulares em suas margens,
descarte inadequado de lixo, desmatamento e alteracdes na forma original do rio,

como o confinamento do seu leito e a impermeabilizacao do solo (IPPUC, 2007).

4.3.15.2 Extracdo de amostras reais

Foram coletadas amostras de aguas do rio Belém em trés pontos do seu
curso, sendo o primeiro localizado a 500 m da nascente, proximo ao Parque das
Nascentes do Belém. O segundo ponto, a 5,4 km da nascente, encontra-se ao lado
do Parque Sao Lourenco, e o terceiro ponto de coleta esté localizado a montante da
ETE Belém. A Tabela 9 traz a coordenadas geogréficas de cada ponto amostrado.

TABELA 9: Localizagdo geografica dos pontos de coleta na Bacia Hidrografica do Rio Belém.

Pontos de amostragem Latitude Longitude

1 25° 21’ 13”407 S 49° 16’ 08”.964 W
2 25°2315”.380 S 49° 16’ 00”.365 W
3 25° 30’ 267.753 S 49° 12’ 54”.156 W

*Sistema de Coordenadas Geogréficas: Datum Horizontal SIRGAS 2000.

As amostras coletadas foram armazenadas em frascos de vidro &mbar de 4L
previamente descontaminados. Para a remog¢&do do material particulado, filtrou-se as
amostras em membranas de fibra de vidro com diametro de poro de 0,45 um. A
extracdo dos analitos foi realizada em até 24 horas apds a coleta das amostras,
periodo no qual estas ficaram armazenadas em frascos de vidro ambar a 4°C.

Anteriormente a extracdo, adicionou-se nas amostras o padrao interno para
obter-se uma concentracdo final de 25 pg L!. A extracdo consistiu, entdo, na
percolacdo de 100 mL de amostra pelo disco de extracdo, previamente hidratado,
com auxilio de bomba de vacuo e vazdo de 4 mL mint. Os hidrogéis foram secos
com vacuo durante 30 minutos e posteriormente, eluiu-se os analitos da fase
extratora com cinco adi¢cdes de 1 mL de metanol e vazédo de 1 mL min't. Os 5 mL de
extrato foram e secos e reconstituidos com 200 pyL de metanol, sendo 150 pL
transferidos para um insert para posterior derivatizacdo e analise no sistema
GC-MS/MS.
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4.3.16 GPE x SPE

Com o propésito de comparar a eficiéncia da fase extratora empregada na
GPE com aquelas utilizadas comercialmente na SPE, realizou-se a extragdo dos
hormonios por diferentes fases de SPE. Foram avaliados os desempenhos de
cartuchos de C18, Oasis HLB e Strata-X na extracdo dos hormonios esteroidais, E1,
E2, TES, EE2, PRO e E3, presentes em matriz aquosa.

Primeiramente, todos os cartuchos foram condicionados com 5 mL de
metanol seguidos por 5 mL de agua ultrapura. Apés, percolou-se 100 mL de agua
ultrapura enriquecida com os hormdnios (50 pg L) e o padréo interno (25 pg L™),
com o auxilio de uma bomba de vacuo e vazdo de 4 mL min-t. Os cartuchos foram
secos com vacuo durante 60 minutos. Os analitos foram eluidos com cinco adi¢cdes
de 1 mL de metanol e vazdo de 1 mL minl. Os extratos foram secos em um
concentrador de amostras e reconstituidos com 200 pL de metanol, dos quais
150 pL foram encaminhados para a etapa de derivatizacdo, sendo posteriormente
analisados pelo sistema GC-MS/MS. Desta forma, garantiu-se que as etapas de
extracdo e dessorcdo fossem idénticas aquelas aplicadas na GPE, mesmo nao
representando necessariamente as condi¢cdes otimizadas para cada uma das fases
comerciais. Além da eficiéncia de extracdo, outros importantes parametros foram

levados em consideracdo nesta comparacao e serdo apresentados na secao 5.11.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 SELECAO DO AGENTE DERIVATIZANTE
5.1.1 Acilacao

A avaliagdo do desempenho da reacdo de acilacdo ndo foi possivel de ser
realizada, devido a dificuldade de identificacdo dos produtos da reacédo pela técnica
de GC-MS. Isso porque, a biblioteca utilizada, Nist 05, ndo possui 0s espectros de
massa dos produtos da acilacdo dos analitos (E1, E2, EE2, E3, PRO e TES), de
forma que a interpretagdo manual dos espectros deveria ser feita. No entanto,
problemas de sangramento da coluna, juntamente com a possivel presenca de
subprodutos da reacdo, impossibilitaram a identificacdo dos compostos de forma
inequivoca. Desta forma, a utlizacdo do anidrido acético como agente de
derivatizacao foi descartada.

5.1.2 Sililacéo

Os produtos da sililacdo dos analitos E1, E2, EE2, E3 e TES foram facilmente
identificados pela técnica de GC-MS/MS, uma vez que a biblioteca Nist 05 apresenta
0s espectros de massa dos produtos da trimetilsillacdo desses hormonios, os quais
sdo bem caracteristicos, sempre contendo o ion de m/z igual a 73 que corresponde
ao TMS. A PRO também foi identificada, porém em sua forma n&o derivatizada, pois
sua molécula ndo contém hidrogénios ativos, mas apenas grupos cetona.

Para a selecdo do agente derivatizante mais adequado, compararam-se as
areas médias dos picos cromatograficos obtidas para cada horménio apos sua
derivatizacdo, em triplicata, com os reagentes: BSTFA:1%TMCS, MSTFA e
MSTFA:0,1% TMSI. Alguns dos analitos, como o0 E2, 0 EE2 e 0 E3, possuem mais
de um hidrogénio ativo em sua estrutura, podendo haver a formacgédo de mdultiplos
produtos de TMS, devido a ocorréncia de reacdes incompletas. Por exemplo, para o
E2 e o EE2, que apresentam dois hidrogénios ativos em suas moléculas, pode
ocorrer a formacédo de produtos mono e disubstituidos, ja para o E3, que possui trés
hidrogénios ativos, produtos mono, di e trisubstituidos podem ser formados. Quando

iSso acontece, deve-se considerar as areas de picos obtidas para todos os produtos
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de sillacdo, o que precisou ser feito quando empregou-se 0S reagentes
BSTFA:1%TMCS e MSTFA.

A Tabela 10 mostra a média, a estimativa do desvio padréo e o desvio padrao
relativo (RSD) encontrados para cada um dos hormodnios (E1, E2, EE2, E3, PRO e
TES) em funcao do agente de sililagdo empregado.

TABELA 10: Resultados obtidos para cada um dos hormdnios empregando-se os agentes de
sililacdo: BSTFA:1%TMCS, MSTFA E MSTFA:0,1%TMSI.

Agente Derivatizante El E2 EE2 E3 PRO TES

BSTFA: Média/107 154 21,8 9,71 25,6 7,53 13,1

. Desvio padréo/107 10,8 15,0 7,13 17,8 5,34 9,54
1%TMCS

RSD/% 70,1 68,9 73,4 69,4 70,9 72,7

Média/10” 11,8 18,9 12,6 22,5 5,45 9,41

MSTFA Desvio padréo/107 5,15 8,21 6,77 9,76 2,38 4,32

RSD/% 43,5 43,5 53,8 43,4 43,7 45,9

MSTEA: Média/10” 18,4 29,6 26,8 35,6 10,2 18,1

. Desvio padréo/107 1,09 3,16 3,10 3,67 1,63 2,23
0,1%TMSI

RSD/% 59 10,7 11,6 10,3 16,1 12,3

A partir dos resultados obtidos fez-se a analise de variancia (ANOVA) de fator
Unico para cada um dos compostos estudados. Dentre os seis hormonios, apenas
para o 17a-etinilestradiol (Fcac = 7,11) houve diferenca significativa entre os agentes
de sililacdo para um nivel de confianca de 95% (Fo5%.= 5,14).

Tanto o BSTFA:1%TMCS quanto o MSTFA apresentaram valores
extremamente altos para o RSD, de forma que o Unico reagente que obteve uma
reprodutibilidade aceitdvel foi o MSTFA:0,1%TMSI, cujas areas dos picos
cromatograficos foram as mais intensas. Os valores altos das estimativas do desvio
padrdo contribuiram com o resultado da ANOVA, que indicou a inexisténcia de uma
diferenca significativa entre as areas de pico. Isso é devido ao valor de F calculado,
na analise de variancia, ser obtido pela razdo entre as médias quadraticas do fator e
do residuo (MQF/MQR). Se a estimativa do desvio é alta, o valor de F calculado sera
pequeno, sendo neste caso, menor que o F tabelado, indicando que ndo ha
diferenca significativa entre os agentes de sililagcéo.

O gréfico da Figura 12 apresenta as areas médias dos picos cromatograficos

para cada esteroide em funcdo do agente derivatizante.
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FIGURA 12: Areas médias dos picos cromatograficos dos horménios de acordo com o agente de
sililagcdo empregado.

Tanto o BSTFA:1%TMCS como o MSTFA formaram mdltiplos produtos, o que
de acordo com a literatura (SEGURA; VENTURA; JURADO, 1998; ZUO; ZHANG, K.;
LIN, 2007) acarreta em menores sensibilidade e precisdo. Entdo, como o
MSTFA:0,1%TMSI permitiu a obtencdo de maiores areas de pico e precisdes, esse

agente de sililacdo mostrou-se mais adequado aos hormonios alvos.
5.2 OTIMIZACAO DO PROCESSO DE DERIVATIZACAO

A determinacdao dos horménios esterdidais necessaria para a otimizacao do
processo de derivatizacao, foi realizada em um sistema GC-MS/MS no modo Full
Scan com intervalo de razdo m/z de 60 a 550. A corrida cromatografica empregada
foi otimizada, resultando em uma analise de 13 min. A Tabela 11 apresenta as
massas molares dos hormonios derivatizados, o nimero de grupos TMS (m/z 73)
adicionados as moléculas apods etapa de derivatizacdo, juntamente com seus
tempos de retencao e valores de m/z dos seus ions principais.
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TABELA 11: Massas molares, tempos de retencdo e principais ions do espectro de massas dos
analitos sililados.

MM do analito ndo Numerode MMdo analito Tempode Principais ions do

Analito derivatizado/ grupos TMS  derivatizado/  retencé&o/ espectro de

g mol* adicionados g mol* min massas (m/z)
El 270 1 342 7,27 342, 257, 218, 285
E2 272 2 416 7,52 416, 285, 326, 129
TES 288 1 360 7,74 129, 270, 226, 360
EE2 296 2 440 8,47 425, 285, 232, 196
PRO 314 0 314 9,09 124, 229, 272, 314
E3 288 3 504 9,29 311, 296, 504, 345

MM: massa molar; TMS: grupo trimetilsilano; E1: estrona; E2: 173-estradiol; TES: testosterona; EE2:
17a-etinilestradiol; PRO: progesterona; E3: estriol.

Quando um composto é submetido ao processo de derivatizacdo ha um
aumento na sua massa molecular e, consequentemente, no valor da razdo m/z do
seu ion molecular. No caso da trimetilsililacéo, isso € decorrente da substituicdo dos
hidrogénios ativos, de m/z 1, por grupos TMS, de m/z 73, o que leva ao aumento da
massa molecular em 72 unidades (Tabela 11). Assim, por exemplo, os analitos E1 e
TES, que possuem apenas um hidrogénio ativo, sofrem um acréscimo de 72
unidades em suas massas moleculares. J4, E2 e EE2, que possuem dois
hidrogénios ativos, tem um aumento de 144 unidades, enquanto que para o E3, cuja
molécula contém trés hidrogénios ativos, o aumento é de 216 unidades. A PRO nao
tem a massa molecular alterada, uma vez que nao possui hidrogénios ativos em sua

estrutura, fato que impossibilita sua sililacéo.
5.2.1 Planejamento fatorial para a determinacao das condicfes de compromisso

A fim de se obter uma reacéo de sililagdo com alta eficiéncia, aplicou-se um
planejamento fatorial completo 22 com triplicata do ponto central, onde os fatores
investigados foram: temperatura (40 e 60 °C), tempo de reacdo (30 e 60 min) e
volume de agente derivatizante (30 e 50 pL). A Tabela 12 apresenta a matriz do
planejamento, contendo os valores médios das areas dos picos cromatograficos

para cada um dos seis horménios, cujos ensaios foram realizados em duplicata.
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TABELA 12: Resultados do primeiro planejamento fatorial 22 para os fatores de temperatura, tempo
de reacéo e volume de agente derivatizante.

A H Afi 3 %
Ensaio T i Vv Area do pico cromatografico/10

El E2 TES EE2 PRO E3
1 - - - 1037,4 1827,4 711,6 1193,7 342,7 2370,4
2 + - - 3104,2 4604,8 2557,5 3842,4 1549,1 5877,9
3 - + - 1289,1 2262,0 872,5 1511,3 4246 2937,5
4 + o+ - 1201,3 1985,0 1053,4 1472,7 642,8 2408,1
5 - - + 1226,0 2138,7 776,2 1423,8 371,8 2752,6
6 + - + 4097,1 5824,8 3372,0 5073,7 20779 7202,7
7 - + 4+ 92,4 284,2 30,3 61,0 2,7 273,8
8 + o+ 4+ 2139,2 3343,4 1596,6 2561,7 875,5 4284,1
9 0 0 O 63,7 213,6 23,1 42,2 0 198,3

* Médias aritméticas das areas dos picos cromatogréficos (n = 2). T: temperatura; t: tempo de reacgao;
V: volume de agente derivatizante.

A PRO ndo apresentou pico cromatogréfico para nenhum dos ensaios de
triplicata do ponto central, onde as condicbes utilizadas ndo foram favoraveis a
nenhum dos horménios. Ao se observar os resultados, nota-se que as maiores areas
de pico foram obtidas nos ensaios 2 e 6, 0s quais possuem como condigcdes em
comum o emprego do nivel superior para a temperatura, 60 °C, e do nivel inferior
para o tempo, 30 min., havendo divergéncia apenas no volume de
MSTFA:0,1%TMSI.

Entdo, avaliaram-se os efeitos principais de cada fator e das suas interacoes,
para que as melhores condigcbes fossem determinadas e a partir destas se
construisse um novo planejamento fatorial. A Figura 13 mostra os graficos de
Pareto com os valores absolutos dos efeitos para os seis horménios. Os efeitos,
principais e de interacdo, significativos foram aqueles que apresentaram valores
superiores a estimativa do desvio do efeito associada ao valor de t de student para
um nivel de confianca de 95% (tes% = 2,306; v = 8), a qual é representada nos
gréficos pela linha em vermelho.

Observa-se que todos os efeitos principais foram significativos, com excec¢ao
do volume de agente derivatizante para o E3, sendo a temperatura o fator mais
influente. Tanto o aumento da temperatura quanto do volume proporciona um ganho
na intensidade do pico, porém o primeiro leva a uma resposta consideravelmente
maior. Outro fator importante, que ndo deve ser ignorado, € o tempo de reagédo, uma
vez que 0 seu aumento acarreta em um efeito negativo e de grandeza semelhante
ao efeito da temperatura. Os efeitos de interacdo de segunda e terceira ordem

também foram significativos, apresentando valores superiores a estimativa do desvio
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do efeito para um nivel de confianca de 95%, indicando, assim, que os fatores
estudados ndo devem ser avaliados separadamente.

E1 E2
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 0 ‘ 50 100 150 200 250 300

Efeito/10* Efeito/10*

TES EE2
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240
Efeito/10* Efeito/10*

286,0

PRO E3
0 10 20 30 40 50 60 70O 80 9 100 110 0 50 100 150 200 250 300 350

Efeito/10* Efeito/10*

Figura 13: Graficos de Pareto para os efeitos obtidos no primeiro planejamento fatorial 23.
T: temperatura; t: tempo de reagéo; V: volume de agente derivatizante.

A Figura 14 traz um grafico que apresenta a variacdo das respostas de
acordo com os niveis dos trés fatores estudados, somente para E1, uma vez que 0s
seis hormoénios apresentaram comportamento semelhante.
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FIGURA 14: Variacdo das respostas com os niveis dos trés fatores do primeiro planejamento fatorial
23 para a estrona.

Ao analisar os gréficos da Figura 14, nota-se que, para o volume de 30 L, o
aumento do tempo de reacdo de 30 min para 60 min levou a uma reducdo da area
de pico para a temperatura de 60 °C. J4, quando empregada a temperatura de
40 °C, o0 que ocorre € um aumento na area de pico ao passar do nivel (-) para (+) do
fator tempo de reacdo. Todavia, empregando-se um volume maior de agente
derivatizante (50 pL), ha reducdo na area de pico, para ambas as temperaturas
empregadas, quando se aumenta o tempo de reacédo, sendo isso mais pronunciado
(maior inclinagcdo da reta) para a temperatura de 60 °C. Assim, essa diferenca de
comportamento das respostas evidencia a presenca dos efeitos de interagdo de
terceira ordem.

Através dos resultados obtidos para o planejamento fatorial, percebe-se que o
uso de maiores temperaturas durante um tempo longo de reacdo nédo é benéfico a
eficiéncia da reagdo, sendo um possivel motivo disso, a perda dos analitos por
evaporacao. Entdo, com base nesses resultados, foi proposto um segundo
planejamento fatorial 22 com triplicata do ponto central, onde a temperatura de 60 °C
foi utilizada como nivel inferior, uma vez que o aumento desse fator mostrou-se

benéfico para a reacdo, enquanto que o tempo de reacdo de 30 min foi fixado como
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nivel superior, ja que, ao contrario da temperatura, 0 seu aumento afetou a eficiéncia
da reacdo de forma negativa. Como foram atingidos resultados satisfatorios para os
ensaios 2 e 6, que divergiram em relacdo ao volume de MSTFA:0,1%TMSI utilizado,
para o segundo planejamento fatorial foram mantidos os niveis inferior (30 pL) e
superior (50 pL) do fator volume. A matriz experimental do segundo planejamento &
apresentada na Tabela 14.

TABELA 13: Resultados do segundo planejamento fatorial 22 para os fatores de temperatura, tempo
de reacéo e volume de agente derivatizantes.

Area do pico cromatografico/10* *

Ensaio T vt v E1 E2 TES EE2 PRO E3
10 - - 55.8 133.4 32,4 52.9 17.4 175.6
11 + - 61,8 1353 353 61,6 19,9 178,7
12 -+ - 495 121,1 28.0 46,1 14.6 162,8
13 o+ - 60,2 131,3 34.4 59,4 19,5 169,6
14 - -4 431 105,2 23,5 38,5 11,0 133,0
15 + - 4 774 160,3 46,8 79.5 255 203,3
16 -4 34.2 82.8 17,7 28.4 9,3 102,2
17 + o+ o+ 99.7 190.6 63,4 105.0 37,0 2426
18 0 0 0 50,9 1189 27.0 46,2 13,6 153,1

* Médias aritméticas das areas dos picos cromatograficos (n = 2).
T: temperatura; t: tempo de reacao; V: volume de agente derivatizante.

No segundo planejamento, os ensaios 11, 15 e 17 apresentaram os melhores
resultados, confirmando a importancia do fator temperatura. Sendo reportado na
literatura (BASHEER et al., 2005), que a utilizacdo de baixas temperaturas pode
levar a uma reacdo de sililacdo incompleta. Os graficos da Figura 15 trazem os
valores absolutos dos efeitos principais e de interacdo para os seis horménios. Os
efeitos que foram significativos apresentaram valores superiores a estimativa do
desvio do efeito associada ao valor de t de student para um nivel de confianca de
95% (tesw = 2,306; v = 8), sendo essa representada nos graficos pela linha em
vermelho. Apenas os efeitos da temperatura e da interagdo da temperatura com o

volume foram significativos, para a faixa de valores estudados.
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Figura 15: Graficos de Pareto para os efeitos obtidos no segundo planejamento fatorial 23.
T: temperatura; t: tempo de reagdo; V: volume de agente derivatizante.

A Figura 16 traz um grafico representando a variacdo das respostas para 0s
niveis dos fatores temperatura e volume, uma vez que apenas o efeito de interacdo
de segunda ordem temperatura x volume foi significativo, somente para E1, devido

aos seis hormoénios apresentaram comportamento semelhante.
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FIGURA 16: Variacdo das respostas com os niveis dos fatores temperatura e volume do segundo
planejamento fatorial 22 para a estrona.

Nota-se, na Figura 16, que para a temperatura de 70°C, ha um aumento
significativo na area de pico ao passar do nivel (-) para o (+) do fator volume de
agente derivatizante. Entretanto, na temperatura de 60°C, 0 que ocorre € uma
reducdo na area de pico, quando se aumenta o volume do agente derivatizante.
Essa diferenca nas inclinacdes das retas, apresentadas no grafico da Figura 16,
demonstra a existéncia do efeito de interacdo de segunda ordem entre a
temperatura e o volume de agente derivatizante. Comprovando mais uma vez a
necessidade de avaliar os parametros reacionais de forma multivariada, uma vez
gue a analise univariada pode impossibilitar a determinacdo das condi¢cbes otimas
de reacéo.

Ent&o, devido a ambos 0s ensaios realizados a temperatura de 70 °C terem
apresentado resultados satisfatorios, aliado ao interesse de que a reacdo fosse
rapida e utilizasse um volume menor de reagente sem prejudicar o rendimento da
reacao, as condicbes de compromisso estabelecidas para a temperatura, o tempo
de reagcdo e o volume de agente derivatizante foram 70 °C, 30 min e 30 pL,

respectivamente.
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5.2.2 Avaliacao da etapa de secagem da amostra

O procedimento de derivatizagcdo, mesmo ap0s sua otimizacdo, era moroso
devido ao tempo gasto para secar as amostras, uma etapa necessdria visto que a
solucdo de trabalho dos analitos € em metanol, um solvente protico, que pode
competir com os analitos pela substituicdo dos hidrogénios ativos pelo TMS.

A principio, as amostras eram secas em um sistema de fluxo de N2, com
capacidade para trés amostras, cujo processo tinha duracéo de 1h10min para cada
conjunto de trés amostras. No entanto, devido a quantidade de amostras analisadas
ser normalmente superior a capacidade desse sistema, avaliou-se o procedimento
de secagem das amostras em forno, com controle preciso de temperatura, a 80 °C.
Este procedimento teve duracédo de 50 min, e tem como vantagem uma capacidade
de amostras muito maior que o sistema de fluxo de No.

O grafico da Figura 17 traz os resultados obtidos para cada esteroide em

funcdo do processo empregado na secagem da amostra.

N2
7= [ Forno (80°C)
6 -
5 -
(=)
T
S
Q.
3 21
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0 | | | | ] |
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Figura 17: Areas médias dos picos cromatograficos para cada horménio de acordo com o processo
de secagem empregado.

Através dos testes F e t, para um nivel de confianca de 95%, pdde-se
constatar que ndo houve diferencas significativas entre as precisdes e as areas de
pico, respectivamente, das metodologias empregadas para esta etapa de secagem.

Assim, a evaporagdo do solvente passou a ocorrer em um forno a 80 °C, que



64

comporta um ndamero maior de amostras e requer um tempo menor para a completa

evaporacao do metanol em comparacao ao sistema de fluxo de No.
5.2.3 Derivatizacdo do 17a-etinilestradiol

Como mencionado previamente, deve-se ter atencdo quando é feita a
determinacdo dos horménios E1 e EE2 simultaneamente, uma vez que o ultimo
quando submetido a reacdo de sililagdo pode converter-se ao produto de
derivatizacdo do E1 (TMS-E1), gerando um falso positivo para o0 E1 e um falso
negativo para o EE2. Diversos autores (SHAREEF et al., 2004; ZHANG, K.; ZUO,
2005; SHAREEF; ANGOVE; WELLS, 2006; MIGOWSKA et al., 2012) ja reportaram
a ocorréncia dessa conversao ao empregar agentes de derivatizagdo como o
BSTFA:1%TMSI e o MSTFA, tanto na auséncia quanto na presenca de solventes
como acetato de etila, diclorometano e acetonitrila.

A formacdo de TMS-E1 ocorre quando a reacdo de sillacdo do EE2 é
incompleta, uma vez que este apresenta uma hidroxila com impedimento estérico e
assim, requer condicdes reacionais mais rigorosas, como 0 emprego de
catalisadores. Nessa situacao € formado o produto de sililacdo monosubstituido do
EE2 (mono-TMS EEZ2), o qual pode vir a sofrer degradacao, no injetor ou durante a
corrida cromatogréafica, formando o TMS-E1 (STRECK, 2009). A Figura 18,

apresentada a seguir, exemplifica esse processo.
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FIGURA 18: Potenciais produtos da sililagdo com TMS do EE2.
FONTE: Streck (2009)
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Entdo, primeiramente, avaliou-se a sililagdo do EE2 com o MSTFA contendo o
catalisador TMSI nas concentracdes de 0,1% e 1% (v/v). A média das areas dos
picos cromatograficos (n = 2) obtida para a concentracdo de 1% foi
aproximadamente 2,5 vezes superior aquela obtida para a concentracdo de 0,1%.
Desta maneira, pelo incremento de area de pico obtido, passou-se a utilizar uma
concentracdo maior de catalisador (1% de TMSI).

Também foi investigado o comportamento do EE2 quando a sililacdo €
realizada empregando-se os reagentes: BSTFA:1%TMCS, MSTFA, MSTFA:1%TMSI
no extrato seco, MSTFA:1%TMSI na presenca de acetato de etila e MSTFA:1%TMSI
na presenca de diclorometano (Figura 19).
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FIGURA 19: Cromatogramas obtidos para o produto de sililacdo do EE2.

(a) BSTFA:1%TMCS; (b) MSTFA; (c) MSTFA:1%TMSI no extrato seco; (d) MSTFA:1%TMSI em
acetato de etila; () MSTFA:1%TMSI em diclorometano.

*As condigBes cromatograficas empregadas sdo descritas no item 4.3.2.
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Para o BSTFA:1%TMCS, foi identificada a formag&o dos produtos TMS-E1,
mono-TMS EE2 e di-TMS EE2, sendo que o primeiro e o ultimo em quantidades
bem menores do que o mono-TMS EE2. O MSTFA puro também produziu TMS-E1,
mono-TMS EE2 e di-TMS EE2, porém quando o catalisador TMSI passa a ser
utilizado esse problema é resolvido, pois h4 a formacdo apenas do produto di-TMS
EEZ2, mesmo na presenca dos solventes acetato de etila e diclorometano, garantindo
seletividade a etapa de derivatizacao.

A relevancia desses ultimos resultados pode ser justificada pela possibilidade
de se evitar a etapa de secagem da amostra, realizando a reacgdo de sililagdo na
presenca do acetato de etila e do diclorometano. Além disso, a formacgéo de apenas
um produto de derivatizacdo garante maior detectabilidade e precisdo, como

mencionado anteriormente.

5.3 COMPARACAO DO DESEMPENHO CROMATOGRAFICO DOS HORMONIOS
NA SUA FORMA DERIVATIZADA E NAO DERIVATIZADA

A fim de se averiguar o efeito da reacdo de derivatizacdo na determinacao
dos hormdnios por GC, realizou-se a analise, em duplicata, de amostras submetidas
ou ndo ao processo de derivatizacdo. Os cromatogramas obtidos podem ser
visualizados na Figura 20, onde nota-se a melhora da resolucdo dos picos
cromatograficos quando é empregada a reacdo de sillacdo com as condicdes de
compromisso previamente estabelecidas e, mais intensamente, o incremento de

detectabilidade, sendo na ordem de 10 vezes maior.
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FIGURA 20: Cromatogramas da determinacdo dos hormdnios nas suas formas néo derivatizada (a) e
derivatizada com MSTFA:1%TMSI (b).

Modo de registro de ions: Scan.

*As condigBes cromatograficas empregadas sdo descritas no item 4.3.2.
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O aumento significativo na intensidade dos picos, em termos de area, para 0s
hormdnios na sua forma derivatizada e nao derivatizada, é representado na Figura
21.

[ | Forma nZo derivatizada
6 [ Forma derivatizada

gl
"
: :l
; =B
E1 E2 TES EE2 PRO E3

FIGURA 21: Areas médias dos picos cromatogréaficos dos horménios na sua forma derivatizada e néo
derivatizada.

Area de pico/10°

Através dos testes F e t, constatou-se que para um nivel de confianca de 95%
(Fos» = 161,4; tosw = 4,303) ndo h& diferencas significativas entre as precisfes e as
metodologias para a PRO (Fcac = 46,8; tcaic = 3,312), 0 que ndo surpreende uma vez
que esse hormonio ndo sofre sililacdo. De forma que, a diferenca entre as areas de
pico da progesterona observada no gréfico da Figura 21, é atribuida as razbes
sinal/ruido e ndo a reacédo de derivatizacdo. A PRO € um hormonio esteroide que
contém apenas grupos cetona em sua estrutura, de forma que a sililacdo néo é
capaz de reduzir a sua polaridade.

5.4 OTIMIZACAO DO METODO MRM

Para a otimizacdo do método MRM, primeiramente foi feita uma analise no
modo Full Scan dos analitos derivatizados empregando-se as condi¢cdes de
compromisso. Com o resultado dessa analise, selecionou-se o ion com maior
intensidade no espectro de massas de cada composto (E1, E2, TES, EE2, PRO e
E3) como sendo o ion precursor. Prosseguiu-se entdo com a analise no modo

Product lon Scan, para determinar quais transicdes de ion precursor para ion
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produto geravam a melhor resposta, e com qual energia de colisdo isso ocorria. A
energia de colisdo foi avaliada em um intervalo de 1 a 58 V, sendo variada de 3 em
3V.

Para a selecéo do ion precursor, o ideal € a utilizacdo de um ion de alta razéo
m/z, como o ion molecular, para haver uma maior seletividade, mas que possua alta
intensidade, a fim de se obter uma maior detectabilidade. Porém, pode ser dificil
conseguir conciliar essas duas caracteristicas. Dentre os analitos, o uso do ion
molecular como ion precursor so foi possivel no caso do E1. Entédo, para os demais
compostos (E2, TES, EE2, PRO e E3), optou-se pelos ions (fragmentos) com maior
intensidade no espectro, 0s quais ndo eram seus respectivos ions moleculares.

Foram selecionadas trés transicbes ion precursor > ion produto, que
apresentaram as maiores respostas, sendo uma utilizada para a quantificacdo dos
compostos e as outras duas para a confirmacdo destes. As energias de colisdo
empregadas para cada transicdo foram determinadas com base na area do pico
cromatografico, ou seja, foram escolhidas as energias que proporcionaram a
obtencéo dos picos cromatograficos de maior intensidade (sinal/ruido).

Esses resultados sdo mostrados na Figura 22 na forma de gréaficos para cada
um dos hormonios, onde sdo apresentadas as intensidades relativas em funcédo da
energia de colisdo para as trés transi¢cdes ion precursor > ion produto de melhor
resposta. As transicdes representadas no grafico pela cor azul correspondem as
transicbes cujos ions produtos sdo obtidos com maior abundéancia, sendo essas
selecionadas para fazer a quantificacdo dos analitos. JA em rosa e cinza, estdo
representadas as transicbes que serdo utilizadas para a confirmagcdo dos
compostos, uma vez que seus ions produtos apresentam grande abundéncia no
espectro, porém menor que a dos fragmentos formados pelas transicdes de
quantificacdo. Observando os graficos, nota-se que cada uma das trés transicoes
pode apresentar uma energia 6tima de colisdo diferente, como é o caso da E1, TES,
PRO e do E3, mostrando que a abundancia dos ions produtos é dependente da
energia de colisdo aplicada. Assim, para o método MRM serdo empregadas as
energias de colisdo que geraram a maior resposta para cada uma das trés

transicoes.
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FIGURA 22: Resposta para cada transicdo MRM em funcéo da energia de colisdo empregada para
cada horménio.

A Figura 23 mostra os cromatogramas obtidos na determinacdo do
bisfenol A — di6 e dos hormonios nas concentracées de 100 pg Lt e 500 pg L7,
respectivamente, no modo MRM para as transi¢fes de quantificagdo selecionadas

de cada analito.
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FIGURA 23: Cromatogramas da determinacdo do bisfenol A - die (100 pg L) e dos hormonios
(500 pg L) no modo MRM.
*As condi¢des cromatogréaficas empregadas sao descritas no item 4.3.2.

Os parametros otimizados (transicdo MRM e energia de colisdo) do método
MRM, para cada um dos hormdnios esteroidais (E1, E2, TES, EE2, PRO e E3) e
para o padrdo interno (BPA — dis), sdo apresentados na Tabela 16, juntamente com

0S seus tempos de retencao.



71

TABELA 14: Parametros do MRM otimizados para cada analito.

Transicdo MRM

Analito (m/2) Tempo de retencdo/min Energia de colisdo/V
368 > 73 25
BPA-d16 368 > 197 4,58 22
368 > 296 25
342 > 257 13
El 342 > 244 7,18 16
342 > 73 28
285> 73 28
E2 285 > 205 7,38 19
285 > 229 19
129 >73 10
TES 129 > 58 7,60 28
129 > 127 13
425> 193 19
EE2 425 > 167 8,31 19
425 > 231 25
124 > 109 13
PRO 124 > 96 8,91 10
124 > 81 22
311 > 255 13
E3 311>73 9,12 25
311 > 282 19

BPA-d16: bisfenol A — d16;E1: estrona; E2: 17(3-estradiol; TES: testosterona; EE2: 17a-etinilestradiol;
PRO: progesterona; E3: estriol. Em negrito destacam-se as transi¢es de quantificacao.

5.5 AVALIACAO DOS HIDROGEIS COMO FASES EXTRATORAS
5.5.1 Discos de extracéo

Os primeiros discos de hidrogel foram sintetizados a partir da reticulagdo do
PVA com &cido citrico 10% (m/m), sem a presenca dos biopolimeros. No entanto,
houve dificuldade para permear agua através desse gel, o que pode ser atribuido a
formacdo de uma rede polimérica muito compacta.

O PVA, como mencionado previamente, € sintetizado a partir da hidrélise do
acetato de polivinila, sendo disponibilizado comercialmente nas formas altamente ou
parcialmente hidrolisado. Segundo Huha e Lewis (2000), em solugéo, a distancia
entre as cadeias de PVA diminui com o aumento do grau de hidrdlise do polimero, o
que leva a uma competicdo entre as interacdes polimero-solvente e polimero-
polimero. Ou seja, quanto menor for a presenca de grupos acetato na estrutura do
PVA, menor serd a distancia entre as cadeias poliméricas, e por consequéncia,
menor serd o espaco disponivel para a penetracdo do solvente. Para a sintese dos
discos de hidrogel, foi empregado um PVA altamente hidrolisado (> 99%), desta
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forma pode-se ter obtido um gel com alto grau de fechamento do reticulo,
dificultando a permeacéo de agua por este.

Entdo, para se obter um gel com maior espaco entre as cadeias da rede
polimérica, foram sintetizados hidrogéis de PVA com os biopolimeros alginato e
pectina. Essa mistura de polimeros de origem natural e sintética mostrou-se
vantajosa, uma vez que permitiu 0 emprego desse material como fase extratora da
GPE, sem, contudo, haver perda nas propriedades mecéanicas do PVA.

Inicialmente, para haver a reticulacdo e secagem do gel, este foi deixado em
estufa a 60 °C durante 24 horas, resultando em um hidrogel fragil e pouco elastico.
No entanto, a elasticidade € uma caracteristica importante do gel, pois garante
flexibilidade as cadeias reticuladas, facilitando assim o movimento dos solutos
(DATTA, 2007). Entéo, o tempo de duracdo dos processos de reticulacdo e secagem
foi reduzido para 14 horas, mantendo-se a mesma condi¢cdo de temperatura (60 °C),
0 que assegurou melhores propriedades mecanicas para o gel. A Figura 24 mostra

um disco de hidrogel (P10PC2) seco e intumescido, apos sua hidratacao.

FIGURA 24: Fotos do discos de extracdo seco (a) e intumescido (b).

5.5.2 Alginato x Pectina

Primeiramente, foram sintetizados os discos de hidrogel de PVA/alginato
(P5AL1 e P10AL2) para serem aplicados na extragdo dos hormonios, E1, E2, EE2,
E3, PRO e TES, de amostras aquosas. Esses géis permitiram a extracdo dos seis
compostos estudados, no entanto, os hormdénios de menor polaridade, como a
progesterona, apresentaram baixas taxas de recuperacdo (em termos de area de
pico). Avaliou-se, entdo, a substituicdo do alginato pela pectina, que possui um
maior caréater anfifilico, devido a presenca de grupos éster metilico em sua estrutura.

A Figura 25 mostra os cromatogramas obtidos, no modo Scan, para a determinagao
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dos hormonios (1 mg L) apdés a sua extracdo com os discos de extracdo de
PVA/alginato (P5AL1 e P10AL2) e PVA/pectina (P5PC1 e P10PC2).
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FIGURA 25: Cromatogramas da determinacdo dos hormoénios (1 mg L) extraidos com discos de
hidrogel de diferentes composicdes.

1. PVA 5% e alginato 1%; 2. PVA 10% e alginato 2%; 3. PVA 5% e pectina 1%; 4. PVA 10% e pectina
2%.

*As condi¢Bes cromatogréficas empregadas sdo descritas no item 4.3.2.

Através da Figura 25, pode-se observar que a substituicdo do alginato pela
pectina com alto grau de metoxilacdo (GM > 50%), devido ao processo de didlise,
promoveu um aumento no carater anfifilico da fase extratora, acarretando em uma
maior eficiéncia de extracdo para todos os hormoénios, mas em especial para a
progesterona, que possui 0 maior valor da constante de Kow dentre os analitos e
exibia as menores taxas de recuperacao. Desse modo, o hidrogel de PVA/pectina foi
selecionado para ser aplicado na extracdo dos hormoénios E1, E2, EE2, E3, PRO e
TES.

5.5.3Influéncia da massa de polimero

Na Figura 25, ao comparar-se os cromatogramas 3 e 4 & observado um
aumento na eficiéncia da extracdo com o aumento da massa dos polimeros. Entao,
realizou-se um estudo a respeito da influéncia das massas dos polimeros na

eficiéncia da extracdo, a fim de se encontrar uma condicdo de composicao do gel
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gue promovesse maior extracdo dos analitos. Para isso, discos de hidrogel de
PVA/pectina foram preparados, mantendo-se a proporgédo 5:1 (m/m) de PVA para
pectina, com maiores massas de polimero (P5PC1, P10PC2, P15PC3 e P20PC4). A
Figura 26 traz um grafico com os resultados das extracdes dos hormdénios (1 mg L)
de amostra aquosa, realizadas em duplicata. No gréfico sdo dadas as médias das
areas de pico de cada analito divididas pela area de pico do padrao interno (BPA-

die) de acordo com o disco de extracdo utilizado.
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FIGURA 26: Areas médias dos picos cromatograficos (n =2) dos horménios de acordo com a
composicao do hidrogel empregado na extracao.

P5PC1: PVA 5% e pectina 1%; P10PC2: PVA 10% e pectina 2%; P15PC3: PVA 15% e pectina 3%;
P20PC4: PVA 20% e pectina 4%.

Observando o grafico da Figura 26, constatou-se que 0 aumento ha massa
dos polimeros leva a uma melhora na eficiéncia de extracdo, como era esperado.
Porém, de acordo com os resultados, isso ocorreu até o emprego das solucdes de
PVA e pectina com concentracdes de 15% e 3% (m/v), respectivamente, para o
hidrogel P15PC3. O motivo do disco P20PC4 nao apresentar maior eficiéncia de
extracdo frente ao hidrogel P15PC3 pode estar ligado a um aumento dos caminhos
de percolacédo da amostra com o aumento da massa dos polimeros, o que dificultaria

a dessorcédo dos analitos.
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Além disso, o preparo do hidrogel P20PC4 apresentou maiores dificuldades,
uma vez que as solucdes de PVA e pectina nas concentracdes de 20 e 4% (m/v)
possuem viscosidade elevada, resultando em uma fase pouco uniforme, em

comparacao com as demais (Figura 27).

PSPC1 P10PC2 P15PC3 P20PC4

FIGURA 27: Discos de extragdo P5PC1, P1OPC2, P15PC3 e P20PCA4.

Também foram avaliadas diferentes propor¢cdes de PVA para pectina, como
2,5:1 (m/m) (P5PC2), 3,3:1 (m/m) (P10PC3), 7,5:1 (m/m) (P15PC2) e 10:1 (m/m)
(P1OPC1). Os resultados das extracfes, para todos os hidrogéis de PVA/pectina
investigados, estdo apresentados no grafico da Figura 28, onde sdo dadas as
médias das areas de pico de cada analito de acordo com o disco de extracédo
utilizado.

A extracdo que obteve maior eficiéncia foi realizada com o disco de hidrogel
P15PC2, sintetizado a partir de solu¢des de PVA 15% (m/v) e pectina 2% (m/v).
Para os géis preparados com solu¢des mais concentradas de PVA e pectina houve
uma reducdo na eficiéncia da extracdo, o que pode ser atribuido a uma eluicéo
ineficiente dos analitos das fases P15PC3 e P20PCA4. Isso por que, maiores massas
de polimero podem levar a formacgéo de géis com um nimero maior de canais, como
mencionado anteriormente, de forma que o processo de dessorcdo dos analitos
torna-se mais moroso. Portanto, o hidrogel adotado para a extracdo dos horménios

esteroidais foi o denominado P15PC2.
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FIGURA 28: Areas médias dos picos cromatograficos (n =2) dos horménios de acordo com a
composicao do hidrogel empregado na extracao.

P5PCL1: pva 5% e pectina 1%; P5PC2: PVA 5% e pectina 2%; P10PC1: PVA 10% e pectina 1%;
P10PC2: PVA 10% e pectina 2%; P10PC3: PVA 10% e pectina 3%; P15PC2: PVA 15% e pectina 2%;
P15PC3: PVA 15% e pectina 3%; P20PC4: PVA 20% e pectina 4%.

O disco de extracdo P15PC2 possui uma massa de aproximadamente
50,00 mg, com desvio padréo relativo de 4,5% (n=10). Considerando que cada disco
de hidrogel é preparado separadamente, o processo de obtencdo da fase extratora
mostrou-se reprodutivel.

Nos testes iniciais, onde se empregou os discos P5PC1 e P10PC2, houve a
necessidade de utilizacdo de uma membrana de celulose regenerada (0,45 um) para
dar suporte ao hidrogel. Isso porque esses géis, quando hidratados, tornavam-se
extremamente maleaveis e acabavam dobrando dentro do suporte de policarbonato,
com isso ocorria a formacédo de caminhos preferenciais, jaA que o disco nao cobria
toda a superficie do suporte, podendo levar a uma perda na eficiéncia da extracao.
Todavia, com a utilizagdo do gel P15PC2, que possui menor grau de intumescimento
(166,5%) em relacdo ao P5PC1l (277,2%) e ao P1OPC2 (202,0%), o uso da
membrana tornou-se desnecessario, devido a esse hidrogel manter melhor a sua
forma de disco.

Essa néo obrigatoriedade de utilizagcdo da membrana foi bastante relevante,
uma vez que extragOes efetuadas empregando-se apenas a membrana revelaram

gque os compostos estudados adsorviam nesta de forma significativa e néo
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reprodutivel, o que contribuiu para a obtencdo de estimativas do desvio padrdo
elevadas, como pode ser verificado no grafico da Figura 28. Portanto, 0 uso
exclusivo do disco de extracdo P15PC2 garantiu maiores eficiéncias de extracdo e
satisfatoria precisdo para os estudos seguintes. Deste modo o hidrogel denominado

P15PC2 foi o selecionado para os demais estudos referentes a otimizacdo das
etapas de extracao e dessor¢cdo do método proposto.

5.6 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DOS HIDROGEIS

5.6.1 Grau de intumescimento

O grau de intumescimento do hidrogel € dependente de diversos fatores,
como estrutura quimica, massa molar, composicédo e grau de reticulacdo da matriz
polimérica (PEPPAS et al., 2000). O grafico da Figura 29 mostra o comportamento
de intumescimento dos géis P5PC1, P10PC2, P15PC3, P20PC4, P15PC2 e do PVA
puro reticulado com &cido citrico.
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FIGURA 29: Grau de intumescimento (%, m/m) dos hidrogéis a temperatura de 25°C.

Os hidrogéis contendo pectina em sua composi¢do atingiram o equilibrio de
intumescimento ja na primeira medida, realizada em 30 minutos, enquanto que o gel
de PVA puro precisou de 90 minutos para alcancar o equilibrio. Além disso, a

presenca de pectina na composi¢cdo dos geéis resultou em uma maior absorcédo de
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agua, enquanto que para o PVA o Gl% foi de 104,3%. Os géis contendo pectina
apresentaram valores para o GI% variando entre 277,2% (P5PC1) e 135,2%
(P20PC4).

Os discos de extracdo P5PC1 e P10PC2 absorveram as maiores quantidades
de &gua e obtiveram as menores eficiéncias de extracdo, em comparacdo aos
demais. Esse fato indica que o grau de intumescimento do hidrogel € um fator
limitante da extracdo. O processo de inchamento do gel é governado pela
mobilidade da rede polimérica, a qual determina a distancia entre as cadeias e por
consequéncia, o volume disponivel para o solvente, onde ocorre, essencialmente, o
transporte dos solutos (GERLACH et al.,, 2005). Portanto, nos hidrogéis que
absorvem maiores volumes de agua, a distancia entre as cadeias da rede polimérica
€ maior, 0 que prejudica a retencdo dos analitos pela fase sorvente. Além disso,
nessa situacdo, a difusdo dos solutos é maior, de forma que a extracdo de
compostos polares, que deveria ser favorecida pelo uso do hidrogel, é prejudicada,

devido a alta afinidade desses compostos com a agua.

5.6.2 Perda de Agua

O processo de perda de agua pelo gel foi estudado a temperatura ambiente
(25°C) e sob refrigeracdo (4°C) para os hidrogéis P5PC1, P10PC2, P15PCa3,
P20PC4, P15PC2 e PVA. Os resultados obtidos no estudo de sinérese, que é o
processo de expulsdo da agua causado pela contracdo da rede polimérica, sédo

apresentados nos graficos da Figura 30.
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FIGURA 30: Perda de agua (%, m/m) dos hidrogéis sob as temperaturas de 4°C e 25°C.
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Os hidrogéis apresentaram comportamentos semelhantes quanto ao processo
de perda de 4gua, sendo que a maior taxa foi cerca de 80% para o P5PC1 e a
menor cerca de 50% para o PVA. Assim, para 0s géis preparados com menor massa
de polimero o processo de difusdo do solvente para dentro e fora da rede polimérica
foi mais pronunciado. Maiores taxas de difusdao ndo favoreceram a extracdo dos
hormoénios, uma vez que estes compostos possuem alta afinidade com a matriz
aquosa e um menor tempo de contato da amostra com a fase sorvente pode ter
contribuido para as baixas eficiéncias de extracdo dos géis P5PC1 e P10PC2.

A perda de agua dos hidrogéis para as duas temperaturas empregadas (4°C e
25°C) foi praticamente a mesma, no entanto atingiu-se o equilibrio de massa mais

rapidamente em temperatura de 25°C.
5.6.3 Espectroscopia de infravermelho

Os discos de extracdo P5PC1, P10PC2, P15PC3, P20PC4, P15PC2 e PVA
também foram caracterizados por espectroscopia de infravermelho (FTIR-ATR),

cujos espectros sdo apresentados na Figura 31.
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FIGURA 31: Espectro de FTIR-ATR para os hidrogéis P5PC1, P10PC2, P15PC3, P20PC4, P15PC2 e
PVA.



80

Nota-se, na Figura 31, que ndo ha diferenca significativa entre os espectros
dos géis contendo pectina e do PVA puro com relagdo aos grupos funcionais. A
presenca de grupos hidroxila na cadeia polimérica pode ser verificada pela
existéncia de uma banda em 3300 cm, caracteristica do estiramento O-H com
ligacdo intermolecular de hidrogénio. A banda de absorcdo em 3000 cm refere-se
ao estiramento C-H sp® (PAVIA et al. 2010). O estiramento C=0 em 1750 cmY,
segundo Mansur e colaboradores (2008), é devido aos grupos acetatos
remanescentes do PVA, uma vez que foi utilizado um PVA altamente hidrolisado,

essa banda tem baixa intensidade.
5.6.4 Microscopia eletrénica de varredura

Os aspectos morfologicos dos discos de extracdo desenvolvidos (P5PC1,
P10PC2, P15PC3, P20PC4, P15PC2 e PVA) sdo mostrados nas imagens obtidas
por microscopia eletronica de varredura (MEV) da Figura 32. Para a observacéo dos
hidrogéis, estes foram secos, congelados com nitrogénio liquido e fraturados, de
forma que as imagens apresentadas a seguir referem-se as secdes dos discos que
sofreram essa fratura. Pode-se observar na imagem do PVA (Figura 32a) a
presenca de estrias na superficie do gel, o que é caracteristico de materiais ducteis.

No entanto, nas imagens dos discos P5PC1 (Figura 32b), P10PC2 (Figura
32c), P15PC3 (Figura 32d) e P20PC4 (Figura 32e) pode-se observar a presenca de
depressdes ou elevacdes esféricas na superficie dos hidrogéis devido a presenca da
pectina. As particulas deste biopolimero apresentaram formato esférico quando
dispersas no PVA, o que evidenciou a imiscibilidade entre as duas fases poliméricas.
Sem a adicéo da pectina no gel, ndo foi possivel permear a amostra aquosa atraves
dos discos de extracao, indicando que a estrutura do gel de PVA teria caracteristicas
hidrofébicas. A presenca da pectina nos hidrogéis permitiu a permeacgédo da amostra,
aumentou a area superficial do PVA deixando os seus grupos funcionais disponiveis
para interagir com os analitos, além de atribuir um caracter anfifilico a fase extratora.

A obtencdo de um disco de extracdo de pectina reticulado com &cido citrico
nao foi possivel, devido a esse gel ser muito fragil. Neste caso, apds a reticulagéo e
secagem, o disco de hidrogel quebrava-se por inteiro na tentativa da sua remocéao
do molde. Como o PVA é o componente majoritario dos hidrogéis de PVA/pectina,

ndo houve perda das propriedades mecanicas desse polimero com a adigdo da
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pectina. Entdo, a possibilidade de combinagdo das caracteristicas do PVA e da
pectina faz com que o uso deste hidrogel seja tao atrativo.

Para os discos P5PC1 (a), P10PC2 (b), P15PC3 (c) e P15PC2 (d) foi possivel
obter imagens mostrando a espessura dos hidrogéis, a qual aumenta com o

aumento da massa dos polimeros, como ja era esperado.

SBpm

FIGURA 32: Imagens de microscopia eletronica de varredura dos discos de extracdo (a) PV
ampliado 250x, (b) P5PC1 ampliado 650x, (c) P10PC2 ampliado 150x, (d) P15PC3 ampliado 400x,

(e) P20PC4 ampliado 400x e (f) P15PC2 ampliado 750x.
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5.7 OTIMIZACAO DA EXTRACAO EM FASE GEL (GPE)
5.7.1 Otimizacao da eluicado dos analitos

A etapa de dessorcédo foi avaliada com o propdsito de se empregar 0 menor
volume possivel de solvente organico, além de avaliar a possibilidade de efeito de
mem©éria em extragdes consecutivas utilizando-se um mesmo hidrogel. O processo
de otimizagdo da etapa de eluicdo dos analitos foi realizado, de forma univariada,
levando-se em consideracéo os seguintes parametros: natureza do solvente, volume
de solvente e numero de eluicdes.

Com relagdo a natureza do solvente, o intuito foi avaliar o uso de metanol,
acetato de etila e diclorometano, devido a afinidade dos compostos estudados com
esses solventes. Todavia, tanto o acetato de etila quanto o diclorometano néo
apresentaram compatibilidade com o suporte de policarbonato, levando a
deterioragéo deste. Assim, a possibilidade de utilizar esses solventes na eluicdo dos
analitos foi descartada. Sendo assim, o metanol foi selecionado como solvente de
eluicéo.

Estabelecido o solvente, iniciou-se 0 estudo a respeito do volume e namero
de eluicdes que garantissem alta eficiéncia na dessor¢cdo dos analitos da fase
extratora, levando a uma maior resposta (intensidade de pico cromatogréfico).
Primeiramente, foram avaliadas quatro eluicbes com 1 ou 2 mL de metanol cada,
cujos extratos foram injetados individualmente no sistema GC-MS/MS. Os resultados

desses ensaios sdo apresentados nos graficos da Figura 33.

Eluigdo com 1 mL de metanol Eluigdo com 2 mL de metanol
30 30

Il 4: eluicao
[ 32 eluicao
[ 122 eluicao
[ 12 eluicao

Area de pico/10°
Area de pico/10*

0 Q
BPA-d16 E1 E2 TES EE2 PRO E3 BPA-d16 E1 E2 TES EE2 PRO E3

FIGURA 33: Areas dos picos cromatograficos dos horménios extraidos com o disco de hidrogel
P15PC2 e eluidos em quatro etapas com 1 e 2 mL de metanol.
Modo de registro de ions: MRM.
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A partir dos graficos apresentados na Figura 33, pode-se observar que 0s
resultados obtidos para o uso de 1 mL sdo semelhantes aqueles encontrados para o
uso de 2 mL, sendo ainda que no caso dos compostos BPA-die, E1 e E2, 0 menor
volume de solvente acabou garantindo maiores areas de pico. Desta forma, a
utilizacdo de 1 mL de metanol, mostrou-se mais vantajosa, ja que proporcionou
melhor resposta empregando-se metade do volume de solvente.

A primeira e segunda eluicdes foram responsaveis por dessorver a maior
parte dos analitos da fase extratora, para ambos os volumes avaliados, entretanto, a
terceira e quarta eluicdo ainda contribuiram com cerca de 20% da area total para
todos os hormonios. Devido a isso, novos ensaios foram realizados para determinar
a necessidade de se empregar mais de quatro eluicdes. Para isso avaliou-se, em
triplicata, o uso de seis etapas de eluicdo. A Tabela 17 traz os resultados
percentuais para as areas de pico obtidas em cada eluicdo juntamente com o
percentual acumulado com relagéo a area de pico total.

TABELA 15: Areas de pico percentuais para cada eluicio.

Areas de pico proporcional e acumulada de cada eluicdo/%

Analito

1 T 2 T 3 T 4 T 5 T 6 T
BPA-dis | 47,65 47,65 | 24,09 71,74 | 13,32 85,06 7,39 92,45 4,85 97,30 2,70 100
El 3578 35,78 | 33,44 69,21 9,57 78,78 | 11,26 90,04 590 95,95 4,05 100
E2 52,43 52,43 | 25,76 78,19 8,94 87,13 589 93,02 4,42 97,43 2,57 100
TES 49,52 49,52 | 16,06 65,59 7,79 73,38 9,48 82,86 | 11,84 94,70 530 100
EE2 36,99 36,99 | 31,26 68,25 | 10,50 78,74 6,82 85,57 4,64 90,21 9,79 100
PRO 37,71 37,71 | 10,93 48,63 5,63 54,27 8,93 63,20 | 32,89 96,09 3,91 100
E3 45,42 4542 | 23,47 68,89 9,53 78,42 | 10,72 89,15 | 5245 94,40 5,60 100

1 - 6: areas de pico proporcionais das elui¢cdes de 1 a 6; T areas de pico acumuladas.

Os resultados apresentados na Tabela 17 confirmam que a maior por¢cao dos
analitos é dessorvida nas duas primeiras elui¢cdes, exceto para o caso da PRO cujo
valor da area acumulada (T) € de apenas 48,63%. Este hormbnio € o que possui
maior coeficiente de particdo octanol:agua em comparacado com os demais, de forma
gue os resultados encontrados demonstram que a PRO tem grande afinidade com a
fase extratora, cujo carater anfifilico também permite uma extracdo satisfatéria dos
horménios de maior polaridade, como por exemplo o E3.

Para a determinacdo do numero de elui¢gBes, foi estabelecido que o valor da
area de pico acumulada deveria ser superior a 90%, o que foi atingido com um total
de cinco eluicdes, sendo esta, entdo, a condicdo de compromisso selecionada.

Entretanto, é importante salientar, que para a reutilizagdo dos discos de extracéo,

deve-se efetuar uma etapa de limpeza da fase extratora entre extragdes sucessivas,
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a fim de se evitar efeito de memdria, visto que uma pequena por¢cado dos compostos

(< 10%) permanece na fase extratora.
5.7.2 Planejamento fatorial

Para a otimizacdo da etapa de extracdo realizou-se um estudo multivariado
através de um planejamento composto central (CCD), onde foram avaliadas as
variaveis: pH, volume de amostra e vazdo. Sendo assim, foi empregado um
planejamento 23 com pontos em estrela e quadruplicata do ponto central. A Tabela

18 traz a matriz do planejamento fatorial.

TABELA 16: Matriz do planejamento fatorial 23 com pontos em estrela e quadruplicata do ponto
central.

Ensaio pH Volume/mL Vaz&do/mL min
1 4,5 (-) 100 (-) 2(-)

2 7,5 (+) 100 (-) 2()

3 4,5 (-) 200 (+) 2()

4 7,5 (+) 200 (+) 2()

5 4,5 (-) 100 (-) 4(+)

6 7,5 (+) 100 (-) 4(+)

7 4,5 (-) 200 (+) 4(+)

8 7.5 (+) 200 (+) 4(+)

9 3,5 (-1,68) 150 (0) 3(0)

10 8,5 (+1,68) 150 (0) 3(0)

11 6 (0) 66 (-1,68) 3(0)

12 6 (0) 234 (+1,68) 3(0)

13 6 (0) 150 (0) 1,3 (-1,68)
14 6 (0) 150 (0) 4,7 (+1,68)
15 6 (0) 150 (0) 3(0)

16 6 (0) 150 (0) 3(0)
17 6 (0) 150 (0) 3(0)
18 6 (0) 150 (0) 3(0)

Na Tabela 19, pode-se observar os resultados obtidos, em termos da razéo
entre as areas dos picos cromatégraficos do analito pelo padrdo interno (Aa/Api),
para o planejamento aplicado. A condicdo que garantiu maior eficiéncia de extracao
para a maior parte dos analitos foi a empregada no ensaio 6, onde as condi¢bes de

pH, volume de amostra e vazao séo respectivamente, 7,5, 100 mL e 4 mL minL.
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TABELA 17: Resultados obtidos para o planejamento composto central (CCD) avaliando os fatores
de pH, volume de amostra e vazao.

Razao Aa/Ari

Ensalo E1 E2 TES EE2 PRO E3
1 2,111 1,357 1,241 0,1906 2,194 0,2572
2 2,041 1,203 1,271 0,2694 2,363 0,2569
3 3,114 1,491 2,238 0,4339 4,422 0,2550
4 2,392 1,424 1,536 0,4039 3,106 0,2552
5 2,832 1,424 1,472 0,4018 1,944 0,3112
6 6,230 1,772 1,988 0,4105 4,131 0,3988
7 3,281 1,660 1,662 0,4712 2,831 0,3463
8 2,230 1,370 1,494 0,4090 2,527 0,2699
9 3,570 1,504 1,962 0,4374 4,232 0,3023
10 3,086 1,480 1,685 0,4222 2,373 0,2771
11 2,210 1,465 1,303 0,3307 2,026 0,2515
12 3,297 1,742 2,119 0,5606 2,308 0,4055
13 3,478 1,267 2,052 0,3736 5,981 0,2328
14 4,928 1,676 1,548 0,4272 2,879 0,3908
15 2,752 1,537 1,673 0,4557 2,810 0,3244
16 3,474 1,546 1,520 0,4541 2,599 0,3227
17 3,404 1,455 1,237 0,4378 1,839 0,3079
18 2,904 1,487 1,244 0,4550 1,667 0,3006

Para uma maior eficiéncia na extracdo, € interessante que os analitos estejam
na sua forma nao ionizada, pois assim, a afinidade destes com a fase extratora é
maior. Os valores de pKa dos horménios estudados sdo superiores a 10
(BIZKARGUENAGA et al., 2012), de forma que para o intervalo de pH avaliado (3,5
a 8,5) todos ao analitos encontram-se ndo ionizados. Além disso, o hidrogel
estudado (P15PC2) apresentou estabilidade quimica e mecéanica nessa faixa de pH.

A utilizacdo de maiores volumes de amostra leva a uma maior concentracao
dos analitos, no entanto, deve-se atentar para o fato de que maiores volumes de
amostra podem causar a dessor¢cdo, mesmo na etapa de extracdo, dos compostos
da fase extratora, principalmente quando estes séo polares, tendo entdo, grande
afinidade com a 4gua. Comparando-se 0s ensaios 6 e 8, onde sdo empregadas as
mesmas condi¢coes de pH e vazdo, é constatado que o aumento do volume de
amostra de 100 mL para 200 mL ndo promoveu um aumento na eficiéncia de
extracdo, pelo contrario, para a maioria dos analitos a razdo A/PI foi menor quando o
volume de amostra utilizado foi de 200 mL.

A vazao foi o fator que mais influenciou a extragdo dos hormonios pelo
hidrogel P15PC2, o que pode ser observado contrapondo-se os resultados dos
ensaios 6 com 2, nos quais o pH e o volume de amostra séo respectivamente, 7,5 e

100 mL. A reducdo da vazédo de 4 para 2 mL min! ndo somente promoveu uma



86

menor extracdo dos analitos, como foi responsavel por uma das menores respostas
obtidas para todos os hormoénios. O uso de baixas vazOes pode atuar de duas
formas: primeiro, aumentando a eficiéncia da extracdo devido ao maior tempo de
contato da amostra com a fase extratora, ou segundo, diminuindo a eficiéncia da
extragdo em consequéncia desse maior tempo de contato da amostra com a fase
extratora que leva a dessor¢do dos analitos. Como o0s compostos estudados
apresentam meédia a alta polaridade, um maior tempo de contato da amostra com o
hidrogel, devido ao uso de menores vazdes, ndo é benéfico ao processo de
extracao, porque promove a eluicdo dos hormoénios pela amostra.

Somente os compostos E1, E2, EE2 e E3 apresentaram efeitos principais e
de interacdo significativos. A Figura 34 traz os graficos de Pareto com os valores

absolutos dos efeitos para esses quatro horménios.
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FIGURA 34: Graficos de Pareto para os efeitos obtidos no planejamento composto central (CCD).

Os efeitos principais e de interagdo que foram significativos séo aqueles que

apresentam valor superior a estimativa do desvio padrdo associada ao valor de t de
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student para um nivel de confianca de 95% (tv=3 = 3,182), sendo esta representada
no grafico de Pareto de cada horménio, pela linha em vermelho. Assim, por
exemplo, para a estrona (E1), apenas os efeitos principal da vazdo e de interacbes
do pH x volume e do volume x vazéo foram significativos.

O efeito principal da vazéo foi significativo para os quatro hormonios (E1, E2,
EE2 e E3) enquanto que o efeito do pH né&o foi significativo para nenhum, no
entanto, este ultimo fator apresentou efeitos de interacdo de segunda ordem, com a
vazao, e de terceira ondem (pH x volume x vazao). A Figura 35 mostra as variacoes
das respostas dos fatores para a estrona e o 17a-etinilestradiol, que apresentaram

somente efeitos de interacdo de segunda ordem.
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FIGURA 35: Variacdes das respostas com os niveis dos fatores para a estrona (pH x Vol e Vol x Vaz)
e para o 17a-etinilestradiol (Vol x Vaz).

A existéncia de efeitos de segunda ordem, para E1 e EE2, pode ser verificada
através da Figura 35. Por exemplo, para a estrona (E1), o efeito de pH x volume foi
significativo, uma vez que, observando o grafico da Figura 35a, nota-se que ao

manter o volume de amostra em 100 mL e variar o pH do nivel (-) para o (+), ha um
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ganho na razdo AA/Apri de 1,6 unidades. Se ndo houvesse efeito de interacdo, ao
fixar o volume de amostra em 200 mL e variar o pH do nivel (-) ao nivel (+) o ganho
de eficiéncia deveria ser 0 mesmo, no entanto o que ocorre € uma reducao na razao
AA/API, demonstrando entdo a interacdo entre as variaveis pH e volume de amostra.

O fator pH néo influenciou a eficiéncia da extracdo com relagdo a forma do
analito, ionizado ou ndo ionizado, j& que, como mencionado previamente, 0S
horménios apresentam pKa maior que 10, encontrando-se nao ionizados no
intervalo de pH estudado. No entanto, os resultados demonstram a interacdo dessa
variavel com o volume de amostra (pH x volume) para E1, e com o volume de
amostra e a vazao (pH x volume x vazéo) para E2 e E3. Pode-se entender, deste
modo, que o pH deve ter influéncia também sobre a fase extratora.

A presenca de grupos acidos ou basicos na cadeia polimérica pode alterar o
grau de intumescimento do hidrogel, abrindo ou fechando a rede, pela ionizacéo ou
dissociacao desses grupos, respectivamente. Por exemplo, quando se eleva o pH,
os ions OH" hidrolisam os grupos acetatos remanescentes (pKa = 4,76). As cargas
presentes na cadeia polimérica, devido aos grupos ionizados, repelem-se e o grau
de intumescimento aumenta (ELLIOTT et al., 2004). Pela abertura da rede, devido a
entrada de agua no hidrogel, supde-se que haveria um aumento na taxa de difusao
do solvente para na rede. Mansur e colaboradores (2008) relataram um aumento na
taxa de difusdo do PVA aumentando-se o pH de 3 para 6, todavia, quando o pH
passa de 6 para 9, ocorre uma reducdo na taxa de difusdo do PVA, a qual foi
atribuida, pelos autores do trabalho, ao aumento da forca ibnica que levaria a
neutralizacdo da carga negativa dos grupos acetato. Em suma, é provavel que a
contribuicdo da variavel pH para os efeito de segunda e terceira ordem, esteja
relacionada a ionizac&o dos grupos acetato residuais do PVA e da pectina.

O efeito de interacdo volume x vazdo, também pode ser visualizado nos
graficos da Figura 35, para E1 (b) e EE2 (c). Aqui, para ambos os hormoénios, o
aumento da vazao acarreta em maior razdo A/PI, para o nivel (-) do volume de
amostra. A Figura 36 mostra as variacdes das respostas dos fatores para o

17p-estradiol e o estriol, que apresentaram efeito de interacao de terceira ordem.
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FIGURA 36: VariacBes das respostas com os niveis dos trés fatores para o 17p-estradiol (E2) e o
estriol (E3).

Através dos graficos da Figura 36, observa-se a presenca de efeitos de
interacdo de terceira ordem (pH x volume x vazéo). Para o 17p-estradiol, por
exemplo, isso é verificado pela mudanca de inclinacdo das retas. Em pH 4,5, tanto
para o volume de amostra quanto para a vazao, ha aumento da razdo A/PI do nivel
(-) para o nivel (+), sendo esse acréscimo mais pronunciado quando emprega-se

200 mL como o volume de amostra. Ja no pH 7,5, para este mesmo volume
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(200 mL) o que ocorre é um decréscimo na razdo A/Pl ao variar a vazao do nivel (-)
para o (+). Porém, em contrapartida, para o volume de amostra de 100 mL, em pH
7,5, hd um aumento na razdo A/Pl quando a vazdo passa de 2 mL min? para
4 mL min?. Essa diferenca de comportamento dos resultados é decorrente da
interacao entre os fatores pH, volume de amostra e vazéo.

Mesmo havendo efeitos principais e de interacao significativos para E1, E2
EE2 e E3, nao foi possivel construir superficies de respostas para nenhum desses
horménios, uma vez que a analise de variancia (ANOVA) indicou falta de ajuste em
todos os modelos gerados.

Entdo, as condigcbes de compromisso selecionadas foram: pH de 7,5, volume
te amostra de 100 mL e vazdo de 4 mL min't. No entanto, como o valor de pH igual a
7,5, encontra-se proximo da neutralidade e o pH das amostras varia entre 6 e 7,

optou-se por néo fazer o ajuste de pH das amostras nos estudos seguintes.
5.8 REUTILIZACAO DO DISCO DE EXTRACAO

Desde o inicio deste estudo, uma das principais caracteristicas vislumbrada
para a fase extratora baseada em hidrogel, era a de esta ser reutilizavel, o que
garantiria ndo somente apelo comercial a este novo material, mas também uma
maior facilidade e aceitacdo da técnica GPE. A fase extratora desenvolvida neste
trabalho, baseada em um hidrogel de PVA e pectina, apresentou satisfatoriamente a
possibilidade de reuso.

Cada disco de hidrogel passou por dez extracdes sucessivas, sem ser
danificado, sendo que entre uma extracao e outra se realizou a limpeza do material
com metanol e agua ultrapura. Esta etapa de limpeza e recondicionamento tem sido
comum nas fases extratoras com carater de reutilizacdo, com o principal intuito de
evitar-se o efeito de memaria. Os resultados das dez extracdes (n = 3) para 0s seis

horménios séo apresentados no grafico da Figura 37.
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FIGURA 37: Razdes Aa/Ari das 10 extragBes consecutivas (n=3) para cada hormdnio.
Modo de registro de ions: MRM.

Para todos os horménios houve uma diferenca de até 20% entre 0s
resultados de uma extracdo e outra, sendo que para E1, E2 e E3 esse desvio foi
apenas 10% para a maioria dos pontos. Ja os horménios EE2, PRO e TES
apresentaram desvio superior a 10% para a maioria das extracbes, podendo ser
acima de 20% para os dois ultimos em alguns dos seus pontos. No entanto, vale-se
destacar que PRO e TES sdo os horménios que normalmente apresentam maior
variancia nos seus resultados em relacdo aos demais.

Pode-se observar no gréfico da Figura 37 que a dispersdo dos resultados é
aleatéria, ndo sendo identificada a existéncia de efeito de memoria. Segundo
Gorecki, Yu e Pawliszyn (1999) em fases extratoras cujo mecanismo de extracdo é
por adsorcéo, € possivel a manifestacédo de um efeito de memoria persistente, o que
nao foi observado no ensaio de reutilizacdo do hidrogel, podendo ser um indicativo
de que o mecanismo envolvido na GPE seja de absorc¢ao.

Apesar de estudos mais criteriosos quanto a sintese e fabricagdo dos discos
de hidrogéis serem ainda alvo de estudos futuros, os resultados apresentados
demonstram que € possivel realizar a reutilizacdo dos discos de extracdo, o que é
uma vantagem em relacao as fases sorventes empregadas na SPE, cuja reutilizacao

é inviavel.
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5.9 ANALISE DOS PARAMETROS DE MERITO

Para demonstrar a aplicabilidade do hidrogel de PVA:pectina desenvolvido
neste trabalho como fase extratora, realizou-se a analise de alguns parametros de
mérito (linearidade, limite de quantificacdo — LQ, precisdo e exatiddo). A estabilidade
dos discos de hidrogel foi avaliada através do estudo de reutilizacao (item 5.8), no
qual os discos de extracao foram utilizados em dois dias diferentes. Os dispositivos
foram armazenados imersos em &gua ultrapura a temperatura de 4°C. Nesse
periodo, os hidrogéis apresentaram estabilidade, uma vez que nao houve diferenca
entre as razbes AA/Apri dos hormoénios extraidos em dias diferentes.

Com relacdo a linearidade, foi estudada uma faixa de concentracdo de
0,1 ug L't a 100 pg L1, a qual foi selecionada por ser correspondente a uma faixa de
concentracdo possivel de ser encontrada em amostras reais (BIZKARGUENAGA et
al.,, 2012; ALMEIDA; NOGUEIRA, 2015). O intervalo linear, onde a resposta
encontrada é diretamente proporcional a concentracdo do analito, se deu para a
faixa de LQ a 100 pg L. Os hormdnios apresentaram para o LQ valores de RSD
inferiores a 12% e exatidao entre 85,1% a 107,3%. Além disso, todos os coeficientes
de correlacdo obtidos foram superiores a 0,99. A Tabela 20 traz os dados da
regressao linear (coeficientes angular, linear e de correlagdo) juntamente com 0s

resultados de preciséo (interensaio) e exatiddo do LQ.

TABELA 18: Regresséo linear e limite de quantificagéo (LQ).

Regresséo linear LQ (n=3)

Composto Faixa linear/ Inclinacio  Intercepto R Conc./ RSD/% Exatidao/

HgL? g L™ %
E1l 0,5-100 0,01075 0,02009 0,9973 0,500 0,23 100,1
E2 0,5-100 0,00827 0,0462 0,9997 0,500 8,98 97,9
TES 1-100 0,00776 0,0379  0,9990 1,00 8,47 85,1
EE2 1-100 0,00238 0,01041 0,9982 1,00 11,1 107,3
PRO 1-100 0,00916 0,06248 0,9971 1,00 11,7 93,0
E3 1-100 0,00137 0,00311 0,9954 1,00 6,77 105,8

R: coeficiente de regresséo linear; LQ: limite de quantificacédo

Foi possivel quantificar com precisédo (RSD < 20%) os horménios E1 e E2 na
concentragdo de 0,1 ug L%, no entanto, essa concentracdo ndo pdde ser empregada
como LQ uma vez que nao foi obtida uma exatiddo adequada (entre 80 e 120%),
sendo entdo utilizado como LQ o valor de 0,5 pug L. Ja para a TES, o EE2 e 0 E3,

pode-se quantificar esses compostos na concentracdo de 0,5 pug Lt com precisdo
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(RSD < 20%), mas este valor também nao foi utilizado como LQ devido a sua baixa
exatiddo (< 80%). Para a PRO foi possivel quantificar ambas as concentracbes de
0,1 pug L%e 0,5 pug L't com RSD < 20%, porém nenhum desses valores apresentou
exatiddo adequada, de forma que o LQ desse hormdnio foi de 1 pg L.

A Figura 38 mostra as curvas analiticas obtidas para a extracdo dos

hormonios, no intervalo de concentragdo de LQ a 100 ug L.
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FIGURA 38: Curvas analiticas extraidas obtidas para os 6 horménios: E1, E2, TES, EE2, PRO E E3.
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As extracdes das curvas analiticas foram realizadas em triplicata, sendo que a
curva para E1 apresenta seis niveis de concentragdo, enquanto que para E2, TES,
EE2, PRO e E3 empregou-se cinco niveis de concentracdo. As regressoes lineares
foram significativas para todos os horménios, uma vez que o F calculado
(MQR/MQr), na andlise de variancia (ANOVA), apresentou valores superiores ao F
tabelado, para um nivel de confianca de 95%. Além disso, a distribuicdo dos
residuos foi aleatoria.

Os experimentos de precisdo intraensaio e interensaio (Tabela 21) foram
realizados em triplicata, em dois niveis de concentracdo, sendo obtidos valores de
desvio padrao relativo inferiores a 13%, com excec¢ao para o interensaio da PRO na
concentracdo de 50 pg L. Porém, deve-se ressaltar que esse hormonio apresenta,
normalmente, uma variancia maior nos seus resultados em relacdo aos demais.

Na Tabela 21 sdo apresentados os resultados dos ensaios de preciséo e
exatidao.

TABELA 19: Resuldados dos ensaios de preciséo e exatidao.

Intraensaio (n=3) Interensaio (n=3)
C/ Conc. i C/ Conc. -
Composto medida/ RSD/% Exa“da(f}/ g Lt medida/ RsD/% ~CXatidaol
-1 0 1 %
ug L ug L

) 400 38,6021 05 96,7 50,0  50,3%2,9 57 1005
80,0 71,8+2,9 41 897 1000 102.6+1.9 1.9 102.6

= 40,0 33.1+15 1,9 826 500  505+31 6.2 100,9
80,0 63.9+1.5 2.4 800 1000  99,8+8,29 8.3 99.8

TES 40,0 38.1+40 104 954 50,0  50,3%3,0 6.0 100,6
80,0 72,8+5,2 7.2 91,0 1000  987+38 3.8 98,7

cEo 40,0 37.6+2.0 5.4 940 50,0  46,9+28 6.0 93.7
80,0 85.1+7.6 8.9 1063 1000  100,8+4.8 47 100.8

PRO 40,0 356+41 115 889 500 49,1+109 222 98.1
800  837+103  12.3 1047 1000 102,4+6.8 6.6 102.4

e 40,0 40,4+3.0 7.3 101,0 50,0  49.9+17 3.4 99.7
80,0 85,0+6,5 7.6 106,2 100,0  108,2+8,6 7.9 108,2

C: concentracao tedrica; RSV: desvio padrao relativo.

A utilizacdo dos discos de hidrogel na extracdo dos hormonios esteroidais de
matriz aquosa mostrou-se reprodutivel, uma vez que o RSD foi inferior a 13%,
empregando-se um disco de extracdo diferente para cada ensaio de precisdo. Além
disso, os resultados de exatiddo, entre 80% e 110%, demonstram que é possivel
utilizar a técnica de GPE na quantificacdo dos horménios E1, E2, TES, EE2, PRO e

E3 presentes em matrizes aquosas.
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5.10 APLICACAO

Apoés serem realizadas a otimizacdo da técnica e a analise dos parametros de
mérito, aplicou-se a GPE na andlise de amostras de aguas do rio Belém, coletadas
em janeiro de 2017. Foram amostrados trés pontos ao longo do curso do rio, sendo
gque em todos o0s pontos coletados encontrou-se mais de um analito em
concentracfes superiores aos seus limites de quantificacdo. O Unico horménio cuja
presenca nao foi identificada em nenhuma das amostras foi o estriol.

No ponto 1, foram identificados os analitos E1, E2, TES, EE2 e PRO, no
entanto, apenas a estrona e a testosterona apresentaram concentracdes superiores
aos seus LQ, sendo essas, respectivamente, 1,11 ug Lt e 3,58, ug L. A presenca
desses cinco hormdnios no ponto 1, localizado a apenas 500 m da nascente do rio,
é explicada pelo fato de haver neste local ocupacdes irregulares préximas a margem
do rio Belém, as gquais ndo possuem sistema adequado de coleta de esgoto e
acabam descartando seus efluentes por meio de ligacdes clandestinas. Na Tabela
22 podem ser visualizados todos os resultados da determinagdo dos hormoénios nas
amostras de aguas do rio Belém.

TABELA 20: Concentrag6es dos hormdnios nos pontos amostrados do rio Belém.

Concentragéo/ug L*

Composto Ponto 1 Ponto 2 Ponto 3
El 1,11 1,41 <LQ
E2 <LQ 1,44 <LQ
E3 ND ND ND
TES 3,58 5,79 5,84
EE2 <LQ <LQ 1,59
PRO <LQ <LQ <LQ

LQ: Limite de quantificacdo; ND — ndo detectado.

O 17pB-estradiol foi identificado nas trés amostras coletadas, todavia
apresentou concentragao superior ao seu LQ apenas no ponto 2, com valor igual a
1,44 pg L. Ja o 17a-etinilestradiol teve concentracdo superior ao seu LQ apenas no
ponto 3, sendo esta igual a 1,59 pg L. O rio Belém corta a regido central de
Curitiba, que possui alta densidade populacional, e recebe tanto esgoto doméstico
guanto residuos sélidos produzidos nessa regido, chegando no ponto 3, localizado a
montante de ETE Belém, altamente degradado. Nesse ponto, também foi possivel
quantificar a testoterona, cuja concentracédo obtida (5,84 ug L?) foi a maior entre os

horménios estudados. A progesterona também péde ser identificada em todas as
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amostras, porém em concentracdes inferiores ao LQ. Esses resultados demonstram
entdo, que a fase estudada pode ser empregada na extracdo de hormonios
presentes, em baixas concentragées (ug L), em amostras complexas como sdo as
de aguas superficiais.

Ide (2014) também determinou horménios esteroidais (E1, E2 e EE2) em
amostras de aguas do rio Belém por HPLC-DAD, conseguindo quantificar os
horménios E2 e EE2. O 17pB-estradiol foi encontrado nas amostras de aguas do rio
Belém em concentracdo de 0,32 pug Lt a 5,88 ug Lt O 17a-etinilestradiol foi
determinado no mesmo ponto de amostragem, estudado neste trabalho, ao lado do
parque S&o Lourengo (ponto 2), em concentracdo de 0,72 ug L.

Ainda no Brasil, Sodré e colaboradores (2010) determinaram os horménios
El, E2, EE2 e E3 por LC-MS/MS, em amostras de aguas do rio Atibaia (Campinas,
SP) e em amostra de esgoto. Obtendo concentracdes de 2,3 ng Lt a 39 ng L para
esses compostos nas amostras de agua superficial e 182 ng L' para o E3 na

amostra de esgoto bruto.
5.11 SPE X GPE

A performance do hidrogel P15PC2, como fase extratora de GPE, foi
comparada com trés fases empregadas em SPE: C18 (500 mg), Strata-X (200 mg) e
Oasis HLB (500 mg), para a extracdo dos hormonios (E1, E2, TES, EE2, PRO e E3).
Para isso, as extracfes foram realizadas, em triplicata, sob as condi¢cdes de
compromisso previamente otimizadas utilizadas na GPE, com diferenca apenas para
o condicionamento das fases extratoras, no qual, para os cartuchos, além da agua
ultrapura foi utilizado metanol.

Uma vez que, as fases de SPE estudadas possuiam maiores massas que 0
hidrogel, os resultados seréo apresentados normalizados para 50 mg de fase, sendo
assim, os valores das areas dos horménios foram divididos por 4, no caso do
Strata-X, e por 10, para o C18 e o Oasis HLB. Mesmo considerando essa
normalizagdo, os picos cromatograficos obtidos para os horménios, empregando-se
as fases sorventes de SPE, foram de 10 (C18) a 100 (Strata-X) vezes maiores que
0s obtidos para o disco de hidrogel. Esse fato corrobora para menores valores de LD
e LQ para as fases comerciais frente a fase de hidrogel desenvolvida, ao menos nas
condicbes empregadas neste trabalho. O Strata-X foi a fase que apresentou maior
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eficiéncia para a extracdo dos hormoénios de amostra aquosa. Este sorvente trata-se
de uma fase mista, cujos mecanismos de retencdo do analito podem ter natureza
hidrofébica ou hidrofilica.

Comparando-se os resultados da fase C18 com Oasis HLB, o primeiro
apresentou melhor performance na extracdo de compostos com maior coeficiente de
particdo octanol/agua, como a progesterona, uma vez que essa fase € um sorvente
apolar. Ja o Oasis HLB, teve melhor performance, que o C18, para os compostos de
menor logKow, como o E3, mantendo ainda assim, uma extracdo adequada dos
analitos de menor polaridade, como o EE2.

A Figura 39, mostra os resultados obtidos para cada fase extratora em
termos da razdo das areas de pico cromatografico do analito pelo padrédo interno,

considerando os resultados normalizados para uma massa de fase extratora de

50 mg.
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FIGURA 39: Comparacdo entre as fases extratoras C18, Strata-X, Oasis HLB e hidrogel P15PC2,
para a extracdo de horménios (50 pg L) de matriz aquosa.
Modo de registro de ions: MRM.

Comparando-se as razdes Aa/Ar, nota-se na Figura 39 que o hidrogel
apresentou uma performance muito semelhante a das fases Strata-X e Oasis HLB,
sendo essa até superior para os hormonios: E1 (log Kow = 3,13), E2 (log Kow = 3,30)
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e PRO (log Kow = 3,87). Destacando-se a resposta da progesterona, para o hidrogel,
que foi mais de duas vezes superior que a dos cartuchos comerciais de SPE.

Entdo, sob as mesmas condi¢cfes de extracdo e para a mesma concentracao,
o hidrogel apresentou eficiéncia semelhante e até melhor que as fases mistas
comerciais (Strata-X e Oasis HLB), com a vantagem de ter um custo muito menor,
empregar pequenos volumes de solvente e ndo apresentar efeito de memoria, fato
gue o destaca como uma fase potencialmente reutilizavel. Os cartuchos comerciais,
no entanto, sdo capazes de obter menores limites que quantificacdo, jA que a os
picos cromatogréficos dos analitos foram maiores.

Todavia, estudos futuros a respeito do uso de hidrogéis como fase extratora
para a determinacdo de hormoénios, ou outros contaminantes organicos, presentes,
em nivel traco, em amostras ambientais, podem ser realizados com o propésito de
alcancar menores limites de deteccdo e quantificagdo. O aumento do diametro ou
espessura do disco de hidrogel, acarretando em uma maior massa, e a obtencéo de
maiores fatores de enriguecimento pelo aumento do volume de amostra, devendo
este estar aliado ao aumento da vazdo, sdo caminhos a serem seguidos a fim de
aumentar a detectabilidade da técnica.

Considerando apenas os gastos com os reagentes (PVA, pectina e acido
citrico), um disco de hidrogel tem um custo, aproximado, 100 vezes menor que 0
preco comercial de um cartucho de C18 de 500 mg e mais de 300 vezes menor que
o preco comercial de um cartucho Oasis HLB. Neste trabalho, o custo aproximado
de um Unico disco de hidrogel foi calculado como sendo inferior a 15 centavos de
real (R$ 0,15). O custo do dispositivo de filtro seringa nao foi levado em
consideracdo uma vez que é reutilizavel. O Quadro 1 faz uma comparacao entre a
GPE e a SPE (cartucho Oasis HLB) com relacdo as principais caracteristicas dessas
duas técnicas, para aplicacdo na determinacdo de hormodnios em amostras de aguas
superficiais.

Portanto, considerando os resultados apresentados neste trabalho e
comparando-os com a informac¢des do Quadro 1, concluiu-se que o uso de fases
extratoras baseados em hidrogéis, na GPE, € inovador e extremamente promissor,
podendo ser avaliado para outros analitos organicos em diferentes matrizes

complexas.



QUADRO 1: Caracteristicas das técnicas de SPE e GPE.
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Caracteristica GPE SPE

Fase extratora Hidrogel PVA:pectina Oasis HLB

Massa de fase 50 mg 200 - 500 mg

extratora

Solventes para o ) Agua

condicionamento Agua Metanol

de fase extratora Acetato de etila

volume de 100 mL 500 — 1000 mL

amostra

Solventes de Metanol Metanol .

eluicio 5 mL) Acetato de etila
(6-12mL)

LQ 05-1uglL? 0,1-10ngL?

Possibilidade de

caminhos Nao Sim

preferenciais

Efeito de N0 Sim

memoria

Reutilizacédo Viavel Inviavel

Custo Baixo Elevado

FONTE: Zhang, Z. L.; Hibberd; Zhou, J. L., 2006; Pailler et al., 2009; Trinh et al., 2011; ; Liu, s. et al.,

2011; Bizkarguenaga et al., 2012; Migowska et al., 2012.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho foi desenvolvida e proposta a técnica de extracdo em fase gel
(Gel Phase Extraction - GPE), a qual foi aplicada na extracdo de hormonios
esteroidais presentes em amostras aquosas. Para a determinacdo dos analitos
empregou-se a GC-MS/MS, cujas condicbes da programacdo de temperatura
precisaram ser otimizadas, a fim de garantir maiores eficiéncia e resolucdo a
separacdo cromatografica.

A derivatizacéo foi uma etapa extremamente importante para a determinagéo
dos hormoénios esteroidais pela técnica de GC, interferindo diretamente nas
propriedades cromatograficas, como poder de resolucdo e sensibilidade. O agente
derivatizante mais adequado para os compostos estudados foi 0 MSTFA:1%TMSI,
que apresentou maiores respostas e precisdes. Para otimizacdo da reacdo de
sililacdo, aplicou-se dois planejamentos fatoriais completos 23 com ponto central.
Isso permitiu a identificacdo dos parametros com maior influéncia sobre a reacdo de
sililacdo, estabelecendo-se como condicbes de compromisso dos parametros
temperatura, tempo de reacdo e volume do agente derivatizante, respectivamente,
70°C, 30 minutos e 30 pL. A partir do célculo dos efeitos principais e de interacao,
constatou-se a existéncia de efeitos de interacdo de segunda e terceira ordem,
demonstrando a necessidade em se avaliar as variaveis da reacdo de derivatizacéo
de forma multivariada.

A utilizacdo de hidrogéis como fase extratora para GPE foi possivel, de forma
que, tanto os géis de PVAl/alginato quanto os de PVA/pectina foram capazes de
extrair os horménios estudados (E1, E2, TES, EE2, PRO e E3) de amostras
aquosas. Entretanto, o maior carater anfifilico da fase extratora obtido pela
substituicdo do alginato pela pectina levou a uma maior eficiéncia de extracao,
principalmente para progesterona, que apresenta o maior coeficiente de particao
octanol/agua dentre os compostos estudados. O uso de maiores quantidades de
fase extratora também levou ao aumento da eficiéncia de extracdo, sendo que a
composi¢cdo Otima encontrada para o hidrogel foi P15PC2, a qual é obtida
empregando-se solugbes de PVA e pectina nas concentracdes de 15% e 2% (m/v),
respectivamente.

A otimizacdo das variaveis da extracdo em fase gel (GPE) foi realizada de

forma multivariada para os fatores de pH, volume de amostra e vazdo, cujas
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condicbes de compromisso foram, respectivamente, 7,5, 100 mL e 4 mL mint. A
vazéo influenciou a eficiéncia da extracdo de forma mais pronunciada, em relagéao
aos demais parametros, sendo que maiores respostas foram obtidas empregando-se
altas vazbes. Pbde-se observar a presenca de efeitos principais e de interacédo de
segunda (E1 e EE2) e terceira (E2 e E3) ordem para as variaveis estudadas.

Um resultado muito interessante do trabalho refere-se a possibilidade de
reutilizacdo dos discos de extracdo. Para dez extracdes consecutivas, os hidrogéis
mantiveram sua integridade e ndo apresentaram efeito de memoria. Ainda, cada
disco de hidrogel apresentou um custo inferior a 15 centavos de real (R$ 0,15),
considerando apenas os custos dos polimeros e do agente reticulante. De forma
que, um disco de hidrogel, na condicdo estudada, tem um custo, no minimo, 100
vezes menor que dos cartuchos comerciais.

A técnica de GPE apresentou linearidade para o intervalo de LQ a 100 ug L,
com valores de coeficiente de correlagcdo superiores a 0,99. Os limites de
quantificagcdo foram iguais a 0,5 pug L, para E1 e E2 e a 1 pg L? para TES, EE2,
PRO e E3. Os valores de exatiddo ficaram entre o intervalo de 80% a 110%,
enquanto que a preciséo interensaio variou entre 0,23 % a 22,2 % e a intraensaio
entre 0,55 % a 12,3 %.

Entdo, o uso do hidrogel como fase extratora mostrou-se muito promissor
para extracdo de compostos de média e alta polaridade, o que é decorrente das
suas caracteristicas de responder a estimulos externos, ser modulavel e conter
diversos grupos polares. Foi possivel, neste trabalho, obter uma fase sorvente de
carater anfifilico, reprodutivel, livre de efeito de memdria e de baixo custo. Todavia,
ndo foi possivel atingir limites de quantificacdo tdo baixos quanto os obtidos em
SPE, empregando-se pincipalmente o cartucho Oasis HLB.

Portanto, é necessaria a continuacdo dos estudos a respeito da técnica de
GPE e dos hidrogéis, a fim de se obter maior detectabilidade na determinacdo dos
horménios, ou de outros contaminantes organicos, presentes em nivel trago, em
amostras complexas. O aumento do diametro do disco de hidrogel, acarretando em
uma maior massa, e a obtencao de maiores fatores de enriquecimento pelo aumento
do volume de amostra, aliando este, necessariamente, ao aumento da vazdo, sao

caminhos a serem seguidos a fim de aumentar a detectabilidade da técnica de GPE.
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