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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo otimizar uma
metodologia analitica, considerando alteragdes e adaptacdes
ambientalmente amigaveis, para determinacdo de esteroides em
amostras de sedimentos utilizando as técnicas de cromatografia a
gads com detector por ionizacdio em chama (GC/FID) e
cromatografia a gas com espectrometria de massas (GC-MS).
Foram levados em consideracao, particularmente, procedimentos
de extracdo e derivatizacdo. Para a etapa de extracdo foi utilizado
banho de ultrassom e avaliada a eficiéncia de recuperacdo dos
analitos empregando etanol como solvente extrator. As variaveis
volume de etanol e tempo de ultrassom foram otimizadas por
método multivariado com o programa Statistica, sendo obtida
resposta mais adequada na extracdo com a combinagdo do uso
de 21 mL de etanol em 30 min de sonicagdo. Na etapa de
derivatizacdo realizou-se a avaliacdo e otimizacdo do método de
derivatizacao no injetor do GC. A otimizacao multivariada
também foi empregada para avaliar este procedimento. A
interacdo dos fatores temperatura do injetor em 290 °C, tempo
de splitless de 2 min e volume de agente derivatizante de 40 pL
resultou em satisfatoria resposta analitica. O método proposto foi
aplicado sob as condi¢bes otimizadas em matrizes sedimentares,
gue possibilitou amplas faixas lineares, com boas linearidades e
baixos desvios padrao relativos (RSD) para os seis esteroides
estudados. Os limites de deteccdo variaram entre 3 e 14 ngmL" e
os de quantificacdo entre 10 e 47 ng mL™". Ainda, a exatidao e
precisdéo do método foram avaliadas por meio de ensaios de
recuperacdo por fortificaggo de matriz e atestaram o bom
desempenho desta metodologia.

Palavras-chave: esteroides; sedimento; derivatizacao;
cromatografia a gas.






ABSTRACT

This study aimed to optimize an analytical methodology,
considering environmental friendly alterations, to quantify
steroids in sediment through gas chromatography with flame
ionization detector (GC/FID) and gas chromatography coupled to
mass spectrometry (GC-MS). Extraction and derivatization
procedures were, particularly, taken into consideration. In the
extraction procedure an ultrasonic bath was used to access the
analytes recovery efficiency with the use of ethanol as extracting
solvent. The factors, volume of ethanol and ultrasonic bath time,
were optimized by multivariate method using Statistica software,
where 21 mL of ethanol and 30 min of sonication time were found
to be the most adequate combination for the experimental
procedure. At the derivatization step, an injection port
derivatization method was evaluated and optimized. The
multivariate technique was also used to investigate relevant
variables. In this way, it was found that the interaction between
the factors injection port temperature at 290 °C, splitless time of 2
min, and derivatization reagent volume of 40 pL, resulted in a
satisfactory analytical response. The proposed method under the
optimized conditions, employed in sedimentary matrices,
presented broad linear ranges, good linearities and low relative
standard deviation (RSD) for all the six studied steroids. The limits
of detection varied between 3 and 14 ng mL™" and the limits of
quantification between 10 and 47 ng mL". In addition, recovery
assays through matrices fortification, used in order to evaluate
the precision and accuracy, attested the good performance of the
proposed method.

Keywords: steroids; sediment; derivatization; gas
chromatography.
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1 INTRODUCAO
1.1 CONSIDERACOES GERAIS

O modo como a sociedade se relaciona com a natureza,
implica invariavelmente em impactos diretos sobre seus diversos
sub-sistemas: agua, solo, atmosfera, entre outros. Nao
necessariamente estes impactos devem ser considerados
negativos, mas fatores como o crescimento exacerbado e
inadequado de areas urbanas trazem sérias consequéncias a
qualidade de recursos ambientais; estes denominados como
“recursos” por motivos evidentes, visto que sdo extraidos,
aproveitados e reaproveitados pela humanidade e de inigualavel
importancia para conservacao de nosso ecossistema como um
todo (BRUGGER, 1996).

A gestdo inadequada de residuos como efluentes
domésticos e decorrentes da producdo intensiva de animais sdo
as principais atividades responsaveis pela degradacao de corpos
d'agua e solo (SILVA e MATTOS, 2002). Ao final de 2011, estimou-
se que 2,5 bilhdes de pessoas careciam de instalagdes sanitarias
adequadas (OMS - Organizagdao Mundial da Saude, 2013) e em
2007 avaliou-se que uma quantia significativamente maior de
dejetos fecais sdo gerados por animais de produgdo, em
comparacdo a populacdo humana (DUFOUR et al, 2012). A
contaminacao fecal de recursos, como fontes de dgua potéavel, de
irrigacdo, recreacdo e outras, é considerada como um grande
problema de saldde publica, haja vista a possibilidade de agentes
responsaveis por doengas de veiculacdo hidrica, como a febre
tifdide, codlera, hepatite, entre outras, estarem agregadas a
matéria fecal (OMS, 2003).

Ambientes suscetiveis a cenarios como os discutidos
anteriormente remetem a extrema importancia de avaliagbes
periddicas de nossos recursos hidricos e pedolégicos. Contexto
no qual se enquadra o presente trabalho que propde a analise de
indicadores fecais esteroidais em amostras de sedimentos por
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meio da aplicagdo de uma metodologia simples, rapida e
orientada na diminui¢do da utilizacdo de insumos e geracdo de
passivos laboratoriais.

1.2 INDICADORES DE POLUICAO FECAL

Técnicas de isolamento e identificacdo dos numerosos
patégenos responsaveis pela propagacdo de doencas sdo muitas
vezes complexas e onerosas. Por este motivo, e por ser a maneira
mais eficiente para avaliacdo de contaminacao fecal, o controle da
qualidade de &gua e solo é mais comumente realizado de
maneira indireta, através da verificagdo da presenca de
indicadores de poluicao fecal (FRANCY e HELSEL, 2000; SAIM et
al, 2009).

Ha muitos anos tem sido avaliada a presenca de
indicadores microbiolégicos de poluicdo fecal no ambiente,
sendo os principais grupos de bactérias usados como indicadores
os coliformes totais, coliformes termotolerantes e os enterococos.
Os métodos utilizados para investigagdo da presenca destes
microrganismos sdo considerados simples e répidos, e ainda séo
utilizados em muitos paises, inclusive no Brasil. No entanto, sdo
observadas flutuagdes nas contagens de populacdo destes
microrganismos, rapida degradacdo em ambientes tropicais e,
como estdo presentes nos intestinos e fezes de humanos e
animais homeotérmicos, ndo ha possibilidade de identificar com
clareza a origem da contaminacao fecal (CHAGAS et al, 1981;
SAIM et al, 2009; SULLIVAN et a/, 2010 ADNAN et a/, 2012).

Com intencao de aprimorar o monitoramento de recursos
ambientais e aprofundar o conhecimento em relacdo a natureza
de contaminacao, diversos métodos alternativos de rastreamento
de contaminagdo fecal foram desenvolvidos e reportados na
literatura, como por exemplo: determinagdo de bacteriéfagos, de
virus entéricos, uso de genes de bactérias anaerdbicas especificas
ao hospedeiro (host-specific) contaminantes organicos, entre
outros (TRAN et al, 2015). Os métodos citados acima também
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compreendem o uso de biomarcadores lipidicos, mais
especificamente esteroides (presentes no intestino e nas fezes de
humanos e animais homeotérmicos), como promissores
marcadores quimicos de contaminacdo fecal. Estes sdo
amplamente empregados em pesquisas metodoldgicas e
avaliacGes ambientais associadas a contaminagéo fecal em corpos
d'agua e em sedimento (TYAGI et a/, 2008; WANG et al, 2010;
ARAUJO et al, 2011; BIRK et al, 2012; SOJINU et a/, 2012; GRILO
et al, 2013; FRENA et a/, 2016). Ainda que a quantificacdo de
marcadores quimicos seja mais trabalhosa e custosa, esses
compostos possuem alta especificidade quanto a fonte de
contaminacdo e persistem no ambiente por mais tempo quando
comparados a bactérias. Quando a matéria fecal é introduzida em
ambientes aquaticos, compostos lipofilicos, como esteroides,
interagem fortemente com a matéria particulada, limitando
significativamente a degradagdo destes compostos.

Os esteroides sdo um grupo de lipidios cujos membros
afetam uma grande matriz de funcdes celulares. Estes compostos
possuem sua estrutura baseada na fusdo de trés anéis de 6
membros e um de 5 membros como mostra a Figura 1.

21



Figura 1. Estrutura bésica dos esteroides. Fonte: elaborado pela autora.
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Fazem parte desta familia, dentre outros:

-Esterdis, que apresentam grupo hidroxil em Cs da cadeia
alifatica, e uma cadeia alifatica ramificada lateral ligada ao Ci7 no
anel de 5 membros;

-Estendis, que sdo esterdis insaturados no carbono Cs,
como por exemplo, o Colesterol (colest-5-en-3p-ol) e também em
alguns casos no carbono Cz2, como por exemplo o estigmasterol
(24B-colestadien-5,22-dien-3B-ol);

-Estandis, que sdo produto de reacdes de hidrogenagédo
dos estendis, promovidas por bactérias;

-Estanonas, onde se encontra o grupo cetona em Cs; ao
invés do grupo hidroxil;

-Acidos biliares, sintetizados pelo figado, derivados do
colesterol, apresentam grupos hidroxil ligados em variadas
posicdes, Ceé C7, C12em diversas combinacbes, e também contém
grupo carboxil ligado a extremidade da cadeia lateral ramificada
em Ci7;
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Compostos pertencentes aos grupos esterdis, estendis,
estandis e estanonas, sdo encontrados em animais, plantas, algas
e fungos. Acidos biliares sdo encontrados predominantemente
em mamiferos e outros vertebrados (ENGEL e MACKO, 1993;
MARTINS, 2001; MONTE et al/, 2009; HOFMANN et a/, 2010;
TAVERNA, 2011).

Os esteroides considerados neste trabalho: coprostanol,
colesterol, colestanol, estigmasterol, estigmastanol e éacido
hiodesoxicolico, foram selecionados devido a especificidade de
suas origens e devido a disponibilidade para estudo. Suas
respectivas representacdes estruturais estdo ilustradas na Figura
2.
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Figura 2. Representacdo estrutural dos esteroides: Coprostanol,
Colesterol,  Colestanol,  Etigmasterol,  Estigmastanol e Acido
hiodesoxicolico. Fonte: Elaborado pela autora.
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O coprostanol é um dos mais empregados biomarcadores
de poluicdo fecal derivada de humanos devido a grande
quantidade presente no trato digestivo (40-60% entre os esterdis
totais), por ser produzido exclusivamente por humanos e outros
animais de grande porte, e também devido a caracteristica de
persistir no meio ambiente, comuns aos esteroides. Como este
biomarcador também apresenta elevada concentracdo na matéria
fecal de porcos, cavalos e outros animais, tornou-se necessario o
desenvolvimento de associacbes e razdes estatisticas para
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obtencdo de metodologias de rastreamento de contaminagdo
fecal humana confidveis. Como por exemplo, a razdo
coprostanol/(coprostanol + colestanol), desenvolvida por Grimalt
e outros pesquisadores em 1990, ou entdo, a razdo
(coprostanol+epicoprostanol)/(coprostanol+epicoprostanol+cole
stanol) desenvolvida por Bull e outros pesquisadores em 1999
(GRIMALT et a/, 1990; BULL et a/, 1999; BULL et a/, 2003; TYAGI et
al, 2008; LYONS et a/, 2015).

O colesterol é um esteroide de ampla ocorréncia em
nosso ecossistema. Sua presenca no solo e corpos d'agua pode
ser decorrente de fontes naturais e antropogénicas. E como se
encontra presente nas fezes de diversos animais em diferentes
concentragdes, também se emprega este biomarcador associado
a outros esteroides, como na razdo coprostanol/colesterol
reportada por Grimalt et a/, em avaliagdes de contaminacdo por
esgoto doméstico (GRIMALT et a/, 1990; TAVERNA, 2011).

O colestanol, derivado da hidrogenacdo do colesterol,
ocorre em concentragdes bem menores que seu precursor. Ainda
assim, é utilizado em avaliacbes de perfis esteroidais de amostras
de fezes e em associagdes como ja mencionado anteriormente
(BATTA et al, 1988; SHAH et a/, 2007; TYAGI et al, 2008; LYONS
et al, 2015).

O estigmasterol encontra-se amplamente distribuido em
plantas, assim esta presente nas dietas da maioria dos animais.
Muitos trabalhos incorporam este esteroide a pesquisa,
frequentemente atribuindo a sua ocorréncia nas amostras a
presenca de plantas superiores, apesar de serem reportadas
quantidades significativas nos dejetos de porcos, cavalos, vacas e
galinhas (ENEROTH et a/, 1965; IBANEZ et a/, 2000; TYAGI et al,
2008).

O estigmastanol é o principal esteroide encontrado nos
dejetos de mamiferos herbivoros, sendo produto da reducdo de
sitosterol no rimen em alguns animais. Em estudos avaliando a
presenca de esteroides em diferentes animais, destaca-se a
grande quantidade de estigmastanol presente nos dejetos de
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porcos, podendo assim sua presenca em elevadas quantidades
ser considerada uma importante indicacdo auxiliar da
contaminacao fecal do ambiente por esta espécie (EVERSHED et
al, 1997; BULL et a/, 1999; TYAGI et al, 2008).

O é&cido hiodesoxicélico é um éacido biliar secundario,
produto metabdlico da acdo de bactérias intestinais. Na literatura
referente a marcadores fecais, este esteroide se destaca devido a
sua presenca, e em grandes quantidades, quase que exclusiva em
dejetos de porcos. Permitindo assim, uma distincdo clara de
dejetos de diferentes animais, ou entdo da presenca deste tipo de
contaminacao em amostras ambientais (MONTE et a/, 2009).

Por meio da avaliacdo destes compostos em amostras de
sedimento, é possivel inferir quanto a presenca de contaminagdo
fecal de maneira generalizada, assim como buscar a determinacao
da contaminagdo fecal de esgoto doméstico e da producdo de
porcos, visto que esta espécie animal apresenta a maior
discrepancia nas concentragdes e ocorréncia destes esteroides
guando comparada a outras espécies (BULL et a/, 1999; SHAH et
al, 2007; TYAGI et al, 2008).

1.3 PREPARO DE AMOSTRA E  ADAPTACOES PARA
DETERMINACAO DE ESTEROIDES

Em todos os setores da indUstria, areas de pesquisa e
educacdo dentro da quimica, nos ultimos 30 anos, observa-se o
crescimento da busca e emprego de praticas ambientalmente
amigaveis. As praticas empregadas no ambiente de pesquisa ndo
se comparam, em termos de magnitude, ao impacto ambiental
gerado pela indUstria, no entanto, em teoria, grande parcela de
metodologias e procedimentos submetidos a pesquisa tende a
ser posteriormente aplicada, muitas vezes, em larga escala. Ainda
assim, a geracdo de residuos nao deve ser incentivada,
independentemente de sua extensao.

O preparo de amostra estd compreendido dentro das
diversas etapas de um procedimento analitico e é considerada
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umas das etapas criticas na obtencdo de resultados. No entanto,
possui um grande potencial de consumo de solventes, reagentes
e geragao de residuos.

Os procedimentos de preparo de amostra incluem
extracdo, remocao de interferentes e/ou limpeza e derivatizagdo.
Estas etapas envolvem fatores como massa de amostra, pH,
volume e natureza do solventes extrator e/ou derivatizante,
tempo de extracdo, entre outros que devem ser avaliados em
funcdo dos diferentes compostos de interesse, técnicas e
equipamentos envolvidos em uma metodologia de analise. Isto
tendo em vista que os custos financeiros, operacionais e
ecolégicos, o uso de insumos e equipamentos, além da
disponibilidade e facilidade de manuseio dos mesmos, sdo
aspectos orientadores de uma pesquisa (LANCAS, 2003; FUMES et
al, 2015; POOLE e LENCA, 2015).

1.3.1 Métodos de extracdo para determinagao de esteroides

Para a determinacdo de esteroides em amostras de
sedimentos encontram-se, como duas partes fundamentais, o
tratamento e o preparo de amostra e a analise por cromatografia
a gas (GC) ou cromatografia a gas acoplada a espectrometria de
massas (GC-MS). Na literatura cientifica, ndo ha um consenso
claramente definido de procedimentos que devem ser
empregados. Geralmente, a extracdo de lipidios totais é obtida
por soxhlet (ELHMMALI et a/, 1997; IBANEZ et al, 2000; SHAH et
al, 2007;MARTINS et a/, 2010; BIRK et a/, 2012) ou em banho de
ultrassom (EVERSHED et a/, 1997; ISOBE et a/, 2002; TYAGI et al,
2008; FRENA et al, 2016).

A extracdo por soxhlet requer um equipamento especifico
e o processo demanda de 12 a 24 horas. A amostra, em
quantidades relativamente grandes (5 a 25 g), é inserida dentro
do equipamento de extracdo, e extraida mediante uma destilagdo
ciclica de misturas de solventes organicos, usualmente misturas
envolvendo diclorometano e metanol. Por outro lado, extracdes
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por ultrassom costumam empregar quantidades menores de
amostras (até 5g) e de volume de solventes em misturas similares
a extracdo por soxhlet O tempo de extracdo em ultrassom
também é significativamente menor, de 10 a 45 min (SANEZ et a/,
2014).

Posteriormente a procedimentos de extracdo, amostras
sdo frequentemente submetidas a uma saponificagdo e dois tipos
de fracionamento/purificagdo. No primeiro fracionamento sdo
extraidos compostos neutros, onde sdo obtidos os esterdis,
estendis e estandis. O extrato que permanece apds o primeiro
fracionamento é acidificado para a extracdo dos acidos biliares e,
posteriormente, esterificado. Em seguida, ambos os extratos
finais, ja isolados, sdo submetidos a reacao de silanizagao, antes
da analise.

Estes procedimentos de extragcdo, principalmente a
extracdo por soxhlet e subsequentes etapas de fracionamento,
muitas vezes acabam produzindo significativos volumes de
residuos organicos prejudiciais a saude do analista e também ao
ambiente, decorrente de grandes quantidades de amostras e
devido a complexidade das substancias empregadas. O consumo,
nestes procedimentos, pode alcancar de 100 a 400 mL de
solventes organicos, como hexano, acetona, cloroférmio, metanol
e éter de petroleo, para cada amostra, em investigacbes que
podem chegar a avaliar de 3 a 30 amostras (IBANEZ et a/, 2000;
BULL et a/, 2003; CORDEIRO, 2006;SHAH et al, 2007, TYAGI et al,
2008; FROEHNER et al, 2009; MARTINS et a/, 2010; BATAGLION,
2012; BIRK et al, 2012; LYONS et a/, 2015).

Em vista de procedimentos onerosos e vinculados a
degradacdo ambiental, frequentemente reportados na literatura,
diversos pesquisadores se comprometeram a investigacdo de
métodos alternativos. Como exemplo, destaca-se o trabalho de
Nguyen et al (1995) sobre a determinacdo de esterdis por
extracdo com fluido supercritico. Empregou-se como solvente
extrator o CO2, uma substancia ndo toxica, ndo inflamavel e de
baixo custo, que sob condi¢des de pressdo e temperaturas criticas
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se mostra adequado para extracdo de compostos hidrofébicos e
levemente hidrofilicos. Neste contexto, incluem-se os esterdis de
interesse avaliados pelos autores, visto que se obtiveram valores
de recuperacdo de esterdis totais equivalente aos valores obtidos
através da metodologia recomendada (EPA 3550) pela Agéncia de
protecdo ambiental americana (American  Environmental
Protection Agency - U.S.EPA).

A determinagdo de esteroides também foi investigada por
extracdo em fase solida (Sofid phase extraction — SPE) por WU et
al. (2009), técnica que reduz significativamente o volume de
solventes empregados, e que conferiu resultados de recuperagdo
elevados, na faixa de 83 a 97%. Outro exemplo encontrado na
literatura é a substituicdo de solventes organicos, como os citados
anteriormente, pela utilizacdo de etanol em procedimentos de
extracdo em soxhlet. O etanol é um solvente de baixo custo, baixa
toxicidade e requer procedimentos de descarte e tratamento
menos complexos. No trabalho reportado por, Kawakami e
Montone (2002), testes de extracdo de esteroides em soxhlet
empregando diferentes solventes apontaram a utilizacdo de
etanol como a alternativa mais adequada, conferindo valores de
recuperacdo de 70 a 93%. Em vista de resultados satisfatorios
descritos por Kawakami e Montone (2002), empregou-se com
sucesso o solvente etanol para extracao (em soxhlet) e
determinacdo de esteroides de amostras de sedimento de um
ambiente estuarino no sul do Brasil e na Baia de Santos em Séo
Paulo (MARTINS et a/, 2008 e ABREU-MOTA et al, 2014).

Neste contexto norteou-se o desenvolvimento deste
trabalho: a investigacdo da extracdo de esteroides em amostras
de sedimento utilizando o etanol. Ainda, buscou-se a utilizacdo
da técnica de extracdo por ultrassom, com objetivo de se
empregar menor volume de solventes e residuos e menor tempo
de trabalho.
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1.3.2 Métodos de derivatizagdo para determinacdo de esteroides

Também podemos observar potenciais alteracdes e
adaptacdes em outras etapas de preparo de amostras, como nas
reacOes de derivatizacao.

Como os esteroides possuem baixa volatilidade, a
derivatizacdo destes compostos é uma etapa importante de
metodologias de andlise que empregam a técnica de GC.
Diferentes reagdes de derivatizagcdo sdo atualmente empregadas
com objetivo de aumentar a volatilidade e/ou estabilidade
térmica, como reagbes de alquilacdo, acilagdo e outras,
destacando-se a reacdo de silanizacdo, método de derivatizagdo
mais versatil e comumente empregado para esteroides (COLLINS
et al, 2006).

Neste tipo de reacdo, em alcoois e fendis, ocorre
substituicdo nucleofilica de segunda ordem, onde o oxigénio do
grupo hidroxil ataca o atomo de silicio do grupo alquilsilil menos
impedido do agente derivatizante, como representado no
esquema 1. Sdo variados os agentes derivatizantes que
promovem este tipo de reacao, entre eles os mais empregados
sdo trimetilclorosilano (TMCS), bis(trimetilsilillacetamida (BSA),
N,O-bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA), N-metil-N-
(trimetilsilitrifluoroacetamida (MSTFA), além do uso de misturas
entre estes reagentes ou adicdo de catalisadores (ORATA, 2012;
FARAJZADEH et al, 2014; PINTO, 2015).
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Esquema 1. Representacdo genérica da reacdo de derivatizacdo de um
alcool ou fenol através da formagao de produto derivado acrescido de
um grupo trimetilsilil. Fonte: Elaborado pela autora.

CHg CHs

. 1

R—OH + H3C—S|i—R1 — R—O—Si—CH;  + H—R
CHs CHg

Derivados  trimetilsili de  esteroides sdo mais

frequentemente formados através de procedimento de
derivatizacdo em estufa, submetidos a temperaturas de 60 a 70
°C por periodo de tempo de 60 a 90 min (ELHMMALI et a/, 1997;
TYAGI et alj 2008; BIRK et a/, 2012; BIACHE e PHILP, 2013;
ABREU-MOTA et al, 2014; SANEZ et a/, 2014). O tempo de reagao
prolongado e algumas etapas de secagem de reagentes em
excesso deste procedimento o tornam tedioso e macante. Assim,
estimula-se a busca de procedimentos de reagbes de
derivatizacdo que diminuem o tempo, o volume de reagentes
entre outros fatores, agregando vantagens as metodologias de
analise como um todo. Enquadra-se neste cenario, vinculado a
analise de esteroides fecais, um método de derivatizacdo
associado a extracdo em uma Unica etapa proposto por Nguyen
et al (1995), discutido anteriormente por promover extracdo
diferenciada com fluido supercritico. Destaca-se também a
metodologia de derivatizacdo em injetor reportada por WU et al.
(2009), garantindo alta eficiéncia da derivatizacdo dos esteroides
em um procedimento simples e rapido.

1.3.2.1 Derivatizagcdo em injetor

A derivatizacdo em injetor (Injection port-derivatization -
IPD), ou como também é chamada, derivatizacdo on-/ine, remete
a metodologia de reacdo de derivatizacdo que ocorre dentro do
liner de injecdo de um cromatoégrafo gasoso sob altas
temperaturas. Comparada com outras técnicas de derivatizagao, a
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IPD traz vantagens ao preparo de amostra devido a simplicidade
do procedimento. A injecdo da amostra e agente(s)
derivatizante(s), misturados ou separadamente, diretamente no
GC, dispensam a necessidade de estufas, banhos ou outros
equipamentos térmicos para completar esta etapa de
derivatizacdo, diminuindo ndo sé o tempo de reacdo, que devido
a altas temperaturas ocorre em segundos, mas também diminui o
tempo de exposicdo dos reagentes ao entorno. A minima
exposicdo dos reagentes neste procedimento é vantajosa, uma
vez que agentes derivatizantes como os citados anteriormente,
sdo extremamente sensiveis a umidade, o que frequentemente
provoca resultados com baixa repetibilidade, por exigir um
controle rigoroso no manuseio dos mesmos. Além de reagdes de
silanizacdo, este método de derivatizagdo também foi empregado
com bons desempenhos em rea¢des de alquilacao, acilagcdo, entre
outras (LIU et a/, 2002; BASHEER e LEE, 2004; LIN, et a/, 2005;
TZING et al, 2006; HSU e DING, 2009; WU et a/, 2009; WANG et
al, 2013).

Os parametros que influenciam a eficiéncia de
derivatizacdo neste método variam de acordo com o modo de
injecdo utilizado. Em GC encontramos os modos de injecao
split/splitless, a frio direto na coluna, de vaporizagdo com
temperatura programada, de grande volume, assim como suas
combinagdes. No modo de injecdo split/splitless, as variaveis que
devem ser avaliadas sdo temperatura do injetor, tempo purge-off
ou tempo de splitless e quantidade de reagente derivatizante
(COLLINS et a/, 2006; WU e LEE, 2006; WU et at, 2009).

A temperatura do injetor deve ser suficiente para
assegurar que a rea¢ao de derivatizacdo do analito de interesse
ocorra de maneira eficiente e rapida. Levando em consideragdo
que baixas temperaturas podem promover rea¢des incompletas e
temperaturas muito altas apresentam possibilidade de provocar
reacdes paralelas ou degradacdo dos derivados, entre outros
efeitos (WU e LEE, 2006; WU et at,, 2009).
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O tempo de splitless, em qualquer analise, deve ser longo
o suficiente para introduzir uma grande quantidade dos analitos a
coluna, principalmente quando se trata de amostras de baixa
concentragao. No entanto, ndo se aconselha prolongar esse
tempo, a fim de evitar a formacdo de cauda do solvente,
fendbmeno que pode interferir na visualizagdo de picos de
compostos que sdo eluidos em poucos minutos. Com estas
observacbes, é de se esperar que as avaliagdes do tempo de
splitless na eficiéncia de reagdes reportadas na literatura
apresentem um aumento do sinal analitico decorrente do
aumento do tempo até um maximo de resposta, sem grandes
diferengas apos este ponto. (WU e LEE, 2006; WU et at, 2009; ELIE
et al, 2012; LIU, W. et a/, 2012).

A quantidade de reagente derivatizante também é uma
variavel importante deste método. A pratica de se utilizar agente
derivatizante em excesso € frequentemente empregada em
diferentes métodos de derivatizacdo, assim como em IPD. Mas,
como foram reportados alguns casos em que quantidades
excessivas de reagente reduziram a eficiéncia de derivatizagdo e
quantidades insuficientes podem levar a reagdes incompletas,
torna-se indispensavel o desenvolvimento de estudos de
otimizacdo desta variavel (BASHEER et a/, 2005 e TOLEDANO et
al, 2012).

1.4 QUIMIOMETRIA

Estudos quimiométricos podem ser definidos pelo uso de
técnicas estatisticas e matematicas para extracdo de informacgdes
relevantes de experimentos e/ou padrdes relacionados a quimica.
O planejamento e otimizagdo de experimentos, reconhecimento
de padrdes, processamento de sinais analiticos e calibragdo
multivariada sdo algumas das areas em que se divide a
quimiometria (FERREIRA et a/, 1999; NETO et al, 2006).

Principalmente na area de quimica analitica, a aquisigdo
de dados aliada ao crescimento do interfaceamento de
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instrumentos a computadores se tornou uma tarefa muitas vezes
complexa e variada. Dentro deste contexto observa-se o aumento
de desenvolvimento de métodos e tratamentos de dados aliados
a ferramentas quimiométricas. Estas ferramentas dentro da
quimiometria permitem, por exemplo, otimizacdes simultaneas de
varidveis metodoldgicas, resultando na extragdo maxima de
informacdes realmente relevantes, em numeros minimos de
experimentos. A eficacia de otimizacdes multivariadas, além da
economia de reagentes e do menor tempo de trabalho em
laboratoério, também reside na possibilidade de observar a
influencia que interagdes entre varidveis exercem nas respostas
analiticas (FERREIRA et a/, 1999).

Para o planejamento de experimentos quimiométricos
deve-se estabelecer alguns critérios:

° Os fatores que o analista tem condicOes e interesse de
controlar, qualitativos ou quantitativos;

° O dominio experimental, através da definicdo dos niveis
de alteracdo dos ensaios, valores quantitativos maximos,
minimos, e/ou centrais e intermediarios, ou a
presenca/auséncia qualitativa de algum fator;

° A execucdo de experimentos de forma aleatoria, para
impedir que desvios atipicos sejam obrigatoriamente
associados a determinadas combinagdes de niveis.

Segundo Bezerra et al (2008), entre as técnicas
multivariadas usadas em otimizacdo analitica, destaca-se a
metodologia de superficie de resposta (Response surface
methodology — RSM). A RSM baseia-se na construcao de modelos
empiricos que geralmente empregam fungdes polinomiais
lineares ou quadréaticas para descrever o comportamento de um
determinado conjunto de dados, proporcionando a indicacéo da
melhor regido de desempenho do dominio experimental
estudado, através da obtencdo e avaliagdo de uma superficie de
resposta.
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O planejamento composto central (Central composite
design - CCD) destaca-se entre os diversos tipos de
planejamentos multivariados, juntamente com planejamentos
Doehlert e Box-Benken (NETO et a/, 2001; FERREIRA et a/, 2004;
BEZERRA et al, 2008; LARA, 2008).

14.1 Planejamento composto central (Central composite
design — CCD)

Em geral, um planejamento composto central para
determinado numero de fatores (&), devidamente codificados
como (x7, Xz ..., X, apresenta as seguintes caracteristicas:

°  Numero de experimentos de acordo com a equagdo N =
k? + 2k + cp, onde cp = representa o numero de replicatas

no ponto central;

°  Todos os fatores sdo estudados em cinco niveis (-a, -1, 0,

+1, +a);
° Uma parte chamada fatorial contendo pontos de
coordenadas x;i=-Touxi=+1,i=1,2, ... k

° Uma parte axial, ou em estrela, formada por pontos com
as coordenadas de valor a ou -a. Para duas, trés e quatro
variaveis, os valores de a sdo respectivamente: 1,41; 1,68 e
2,00;

° Um total de ensaios no ponto central, ¢, onde x7, x5, ..., Xk
= 0 (TEOFILO e FERREIRA, 2006; BEZERRA et a/, 2008).

A Figura 3 ilustra a representacdo grafica de
planejamentos composto central para duas e trés variaveis.
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Figura 3. Representacdo grafica de planejamentos compostos centrais de
(@) duas variaveis (a=1,41) e (b) trés variaveis (a=1,68). (¢) pontos do
planejamento fatorial, (0) pontos axiais e (o) ponto central (BEZERRA et
al, 2008).

(a) 4 (b)
o o]
ol //)
o {3 © = © = =T O
© o]
> Xa -
X] X1

Através da definicdo dos fatores que serdo considerados,
do numero de replicatas no ponto central e distribuicdo de um
determinado dominio experimental de cada variavel nos cinco
niveis sdo obtidas matrizes de planejamento como apresentadas
na Tabela 1, para 2 e 3 variaveis.
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Tabela 1. Matrizes de planejamentos compostos centrais com duas e trés
variaveis. Adaptado de TEOFILO e FERREIRA (2006).

Planejamento CCD - 2 Planejamento CCD - 3
variaveis variaveis
X1 X2 X1 X2 X3
-1 -1 -1 -1 -1
1 -1 Planejamento 1 -1 -1
-1 1 fatorial -1 1 -1
1 1 1 1 -1 Planejamento
fatorial
0 0 Ponto central -1 -1 1
-0 0 1 -1 1
o 0 Pontos axiais -1 1 1
0 -0 1 1 1
0 o 0 0 0 Ponto central
-0 0 0
a 0 0
0 -0 0
0 o 0 Pontos axiais
0 0 -0l
0 0 a

Na area de quimica analitica, que abrange uma série de
técnicas de analise, como técnicas voltamétricas, cromatograficas,
espectrofotométricas, eletroforéticas e outras, o uso de
planejamentos multivariados é bastante apreciado e considerado
uma importante ferramenta estatistica para avaliacao e
investigacdo de metodologias e processamento de dados (ZOU et
al, 2007; FANG et a/, 2014; GHOREISHI et a/, 2015; TRINDADE et
al, 2015; VANINI et a/, 2015).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver uma metodologia analitica para a
quantificacdo de diferentes esteroides em amostras de
sedimentos com o uso da técnica de GC/FID e GC-MS.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

° Desenvolver metodologia analitica, com alteracbes
e adaptacbes econdmicas e ambientalmente
amigaveis em etapas de preparo de amostras, para
a determinacdo simultdnea dos compostos:
coprostanol, colesterol, colestanol, estigmasterol,
estigmastanol, e éster metilico do acido
hiodesoxicolico;

°  Otimizar varidveis dos procedimentos de extracéo e
derivatizacdo dos analitos por meio de ferramentas
guimiométricas;

° Avaliar o desempenho da metodologia analitica
proposta por meio da determinagdo dos principais
parametros analiticos de mérito (faixa linear,
linearidade, limites de deteccdo e quantificacdo,
precisdo e exatiddo) com o emprego as condicdes
otimizadas;

° Avaliar a estabilidade do meio reacional da
derivatizacao;
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3 MATERIAS E METODOS

3.1 REAGENTES E SOLUCOES

Padrdes sélidos dos esteroides coprostanol, estigmastanol
(Sigma-Aldrich,St. Louis, Missouri, USA), colesterol, colestanol,
estigmasterol (Spectrum, New Brunswick, New Jersey, USA), do
éster metilico do acido hiodesoxicélico (Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, USA), padrdo interno 5a-colestano e padrdao de
recuperacao androstanol (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)
solubilizados em diclorometano (Tedia, Rio de Janeiro, RJ, Brasil)
foram utilizados para a comparacdo entre procedimentos de
derivatizacdo, nas otimizacGes de extracdo e derivatizacao, curvas
analiticas, fortificacdo nos ensaios de recuperacdo e estudo de
estabilidade do meio reacional da derivatizacdo. Devido a falta de
disponibilidade de compra do padrdo do acido hiodesoxicélico,
optou-se pela compra de seu derivado esterificado. A
esterificacdo deste acido seria mais uma das etapas do preparo
de amostra, comumente executada em amostras onde se busca
determinar acidos biliares (SANEZ et a/, 2014).

As amostras de sedimentos superficiais, coletadas no
estuario do rio Itajai-Acu, foram empregadas para o
desenvolvimento da metodologia proposta neste trabalho devido
a disponibilidade das mesmas em laboratorio. Para verificar a
auséncia de interferentes nas amostras, estas foram submetidas a
um branco de analise.

Hexano, diclorometano, ambos grau UV/HPLC (Tedia, Rio
de Janeiro, RJ, Brasil), acetonitrila e acetona grau UV/HPLC (Vetec,
Rio de Janeiro, RJ, Brasil) foram utilizados no procedimento de
selecdo do solvente organico do meio reacional da derivatizacao.

Metanol e diclorometano grau UV/HPLC (Tedia, Rio de
Janeiro, RJ, Brasil) foram utilizados no procedimento de limpeza
das amostras de sedimentos empregados nos ensaios de
recuperacao por fortificagdo de matriz.
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Etanol grau UV/HPLC (Panreac, Castellar Del Valles,
Catalufia, Espanha), alumina (Vetec, Rio de Janeiro, RJ, Brasil),
sulfato de sodio (Vetec, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e 13 de vidro
(Vetec, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) foram utilizados na otimizacéo
do procedimento de extragao.

N,.O-bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA) 99%
(Supelco, Bellefonte, PA, USA) e trimetilclorosilano (TMCS) 99%
(Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) foram utilizados como
agente derivatizante e catalisador de reacao, respectivamente, nas
reacOes de derivatizacao.

Gas nitrogénio pureza 99,996 % (White Martins, Brasil) foi
utilizado para secagem de solvente quando necessario.

3.2 LIMPEZA DE UTENSILIOS DE LABORATORIO

Para limpeza de vidrarias utilizadas em todas as etapas
deste trabalho, foi empregada lavagem com agua corrente e
solucdo 5% (v/v) de Extran (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil). Em
seguida, havendo necessidade, foram deixadas em repouso
mergulhadas em solucéo de Extran a 5%(v/v) por pelo menos 24
h em recipiente fechado e posteriormente enxaguadas com agua
desionizada. Para remocao de residuos organicos, vidrarias, folhas
de aluminio e outros utensilios, com excecdo de vidraria
volumétrica, foram calcinados em mufla Quimis (modelo Q.318.24
- Diadema, SP, Brasil) a 400 °C durante 4 h. Apds estas etapas de
limpeza, os utensilios foram armazenados em local apropriado e
manuseados apenas com o uso de luvas de polietileno.

3.3 INSTRUMENTACAO

As amostras de sedimento foram liofilizadas utilizando o
liofilizador Edwards Micromodulyo15k acoplado a bomba de
vacuo Edwards modelo E2M2 (Sao Paulo, SP, Brasil), e peneiradas
apos a liofilizagdo em malha de 250 pm.
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Para as medi¢des de massa utilizou-se a balanga analitica
Bel Engineering Mark modelo 210A (Piracicaba, SP, Brasil)
(precisao % 0,0005 g).

Os equipamentos utilizados no procedimento de extracdo
das amostras de sedimento foram: ultrassom Unique modelo USC
1450 (25 kHz)(Indaiatuba, SP, Brasil), agitador de tubos tipo vortex
Phoenix modeloAP56 (Araraquara, SP, Brasil), centrifuga Fanem -
Excelsa Baby II -206R (S&o Paulo, SP, Brasil) e rotaevaporador
Fisaton modelo 802 com banho termostatizado 550D (1200W)
(Sdo Paulo, SP, Brasil) e bomba de vacuo modelo Scrubber TE-
152.

As andlises de experimentos iniciais, experimentos de
otimizacdo de extracao e derivatizagao, e estudo da estabilidade
do meio reacional da reacao de derivatizacdo foram realizadas em
um cromatografo a gas modelo GC 2014 (Shimadzu, Kyoto,
Japao), equipado com detector FID e injetor split/splitless,
utilizando o software GC Solution para aquisicdo e tratamento
dos dados. Como gas de arraste empregou-se gas hidrogénio
ultra puro (99,995%) em fluxo de 1 mL min™'. A temperatura do
injetor e o tempo de splitless foram objetos de estudo otimizados
neste trabalho. Usou-se razdo de sp/it de 1:20, apds determinado
tempo de splitless e fixou-se a temperatura do detector em 300
°C.

A construcdo das curvas de calibracdo dos analitos, e
analise dos ensaios de recuperagdo por fortificacdo de matriz,
foram realizadas em um cromatégrafo a gas modelo Clarus 680
(PerkinElmer, Waltham, MA, USA) acoplado a um espectrometro
de massas modelo Clarus SQ 8 S (PerkinElmer, Waltham, MA,
USA), utilizando o software TurboMass versdo 6.1 para aquisi¢do
e tratamento dos dados. Como gés de arraste empregou-se gas
Hélio ultra puro (99,995%) em fluxo de 1 mL min~'. A temperatura
do injetor e o tempo de splitless foram otimizados neste trabalho.
Usou-se razdo de spl/it de 1:20, apds determinado tempo de
splitless. As temperaturas da linha de transferéncia e da fonte de
ions foram de 300 e 250 °C, respectivamente.

41



Em ambos os cromatografos, foram realizadas injecoes
manuais de 1 yL e a separacdo dos analitos foi sucedida em
coluna capilar DB-5MS (30m x 0,25 mm x 0,25 pym) composta de
95% de polidimetilsiloxano e 5% de fenila (Agilent J&W GC
Columns, Santa Clara, CA, USA). O programa de temperatura do
forno iniciou em 100 °C, mantendo programacdo em isoterma
por 2 min Em seguida, estabelecida uma taxa de aquecimento de
20 °C min™" até atingir 280 °C, mantida em isoterma por 2 min e
alterada a taxa de aquecimento para 1 °C min™ até finalmente
atingir 300 °C, temperatura que foi mantida por mais 2 min.

Deve-se destacar que ao final de cada dia de uso dos
cromatografos, eram retirados os /iners de injecdo para limpeza,
usando algoddo, diclorometano e/ou hexano e posteriormente
banho de ultrassom, garantindo melhor desempenho do
equipamento, principalmente em relagdo as reagdes de
derivatizacao no injetor.

3.4 IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DOS ANALITOS

Em andlises realizadas no sistema de cromatografia
gasosa com detector por ionizagdo em chama (Gas
Chromatography/Flame ionization detector - GC/FID) os
esteroides e padrdo interno foram identificados com base nos
seus respectivos tempos de retencdo, através da injecdo de
solucbes padrdao dos analitos separadamente e também,
posteriormente, em uma mistura, como apresentado na Figura 4.
Para analises empregando o sistema de GC-MS a identificagdo
dos compostos foi realizada com base nos seus respectivos
tempos de reten¢do e através do monitoramento dos ions de
fragmentagdo caracteristicos e de maior abundancia dos analitos.
A quantificacdo dos analitos em ambos os sistemas foi realizada
através da razdo da area do pico cromatografico dos analitos e
area do pico cromatografico do padrdo interno. Os ions de
quantificacdo e identificacdo dos esteroides, padrdao de
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recuperacdo e padrdo interno, assim como os tempos de
retencdo dos mesmos, encontram-se descritos na Tabela 2.
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Tabela 2. Tempos de retencdo, ions de identificacdo e quantificacdo dos
seis esteroides, padrdo de recuperagédo, androstanol e padrdo interno,

5a-colestano.

Temp fons de fon de
Analito o de identificacdo quantificacdo
reten (m/z) (myz)
cao
(min)
Androstanol 12,2 243, 258, 333 333
(5a-androstan-3f3-ol)
Colestano 16,6 217,357, 372 217
(5a-colestano)
Coprostanol 19,2 215, 355, 370, 370
(5B-colestan-3B-ol) 460
Colesterol 20,8 129, 329, 368, 129
(3B-colest-5-en-3-ol) 458
Colestanol 21,0 215, 355, 445, 215
(5a-colestan-3B-ol) 460
Acido 22,6 255,355, 370, 370
Hiodesoxicolico 460
(acido 30,60-
dihidroxi-5p3-
colandico)
Estigmasterol 23,5 129, 255, 394, 129
(24B-colestadien- 484
5,22-dien-3B-ol)
Estigmastanol 25,0 215, 383, 473, 215
(24B-etil-50- 488

colestan-3[3-ol)
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Figura 4. Cromatograma obtido por GC/FID dos compostos: padrdo de
recuperacio, androstanol a 30 ug mL™" (1), padréo interno, 5a-colestano
a 20 ug mL" (2); coprostanol (3), colesterol (4), colestanol (5), éster
metilico do acido hiodesoxicdlico (6), estigmasterol (7), estigmastanol (8)
a 30 ug mL" cada.
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3.5 COMPARACAO ENTRE PROCEDIMENTOS DE DERIVATIZACAO

A eficiéncia da reacdo de derivatizacdo foi testada por
dois procedimentos, derivatizagdo em estufa a 60 °C e
derivatizacdo em injetor a 280 °C.

O procedimento analitico da derivatizacdo em estufa
iniciou-se a partir da secagem de aliquotas de 180 pL de solucdo
estoque de 50 ug mL" de uma mistura dos seis esteroides sob
fluxo de nitrogénio em frasco de vidro ambar de 2 mL. Em
seguida, adicionou-se 50 pL do agente derivatizante BSTFA:TMCS
(99:1) e manteve-se o experimento em estufa a 60 °C por 90 min.
Apés este periodo de tempo, secou-se o excesso de agente
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derivatizante, novamente sob fluxo de nitrogénio, e foi
adicionado 20 pL de solucdo de 5a-colestano 180 ug mL™
como padrao interno e 280 pL de diclorometano com a finalidade
de promover volume total de solugdo de 300 pL e,
consequentemente, concentracdo de cada analito de 30 ug mL™.
Esta solugdo foi agitada em vortex por 10 segundos e 1 pL foi
injetado no cromatdégrafo.

O procedimento analitico da derivatizagdo em injetor
iniciou-se com a secagem de 180 pL de solucdo estoque dos
analitos sob fluxo de nitrogénio em frasco de vidro ambar de 2
mL. Em seguida, foi adicionado volume de 230 pL de
diclorometano, 20 puL de uma solugdo estoque de 5a-colestano
180 pug mL™ como padrao interno e 50 uL do agente derivatizante
BSTFA:TMCS (99:1), totalizando volume final de solugdo sempre
em 300 uL e concentracdo de cada analito de 30 ug mL". Esta
solugdo foi entdo agitada em vortex por 10 segundos e 1 pL foi
injetado no cromatégrafo.

As razdes entre as areas dos picos dos analitos e a area do
pico do padrao interno foram empregadas para verificar as
respostas cromatogréficas.

3.6 OTIMIZACAO DAS CONDICOES DE DERIVATIZACAO

3.6.1 Selecado da composicao do meio reacional da
derivatizacao

Quatro diferentes solventes organicos foram testados
para avaliar a eficiéncia da reacdo de derivatizacdo em injetor, séo
eles: diclorometano, hexano, acetonitrila e acetona.

Aliquotas de 180 pL de solucdo estoque dos analitos foram
secas sob fluxo de nitrogénio em frasco de vidro ambar de 2 mL.
Em seguida, foi adicionado volume de 230 pL de solvente
organico, 20 pL de uma solugdo estoque do padrdo interno e 50
ML do agente derivatizante BSTFA:TMCS (99:1), totalizando
volume final de solugdo sempre em 300 pL e concentragdo de
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cada analito de 30 ug mL". Esta solucdo foi entdo agitada em
vortex por 10 segundos e 1 pL foi injetado no cromatografo.

As médias das razdes (n=3) entre as areas dos picos dos
analitos e a area do pico do padrao interno foram calculadas para
verificar a melhor resposta cromatografica.

3.6.2 Otimizacao multivariada para reacao de derivatizacao

Um planejamento composto central de trés variaveis foi
usado para estudar o procedimento de derivatizacdo em cinco
niveis de magnitude para cada variavel, totalizando 17
experimentos, sendo 3 destes replicatas do ponto central. Os
experimentos foram realizados de forma aleatéria. Foram
estudadas as condicdes de temperatura do injetor (255; 265; 280;
295 e 305 °C), volume do agente derivatizante BSTFA:TMCS (99:1)
(33; 40; 50; 60 e 67 uL) e tempo de splitless (0,6; 1,0; 1,5; 2,0 e 2,4
min). A Tabela 3 apresenta as combinagdes entre os niveis
estudados para cada variavel e as replicatas do ponto central.
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Tabela 3. Matriz do planejamento composto central para otimizacdo das
variaveis temperatura, volume de BSTFA:TMCS e tempo de splitless do
procedimento de derivatizacdo dos analitos.

Experimento Temperatura Volume Tempo de
°QO BSTFA:TMCS (uL)  splitless (min)
1 265 40 1,0
2 265 40 2,0
3 265 60 1,0
4 265 60 2,0
5 295 40 1,0
6 295 40 2,0
7 295 60 1,0
8 295 60 2,0
9 255 50 1,5
10 305 50 1,5
11 280 33 1,5
12 280 67 1,5
13 280 50 0,6
14 280 50 24
15 280 50 1,5
16 280 50 1,5
17 280 50 1,5

Em todos os experimentos foi executado procedimento
analitico similar ao descrito no tépico anterior (3.5.1). O mesmo
volume de solugdo estoque dos analitos, foram secos sob fluxo
de nitrogénio em frasco de vidro ambar de 2 mL e o mesmo
volume de solucdo estoque de padrdo interno foi empregado.
Como se variou o volume de BSTFATTMCS (99:1) nestes
experimentos, corrigiu-se o volume de solvente organico
adicionado com a finalidade de proporcionar volume final de
solucdo de 300 pL. Assim, esta otimizacdo foi realizada com
solugdes contendo 30 pg mL™' de cada analito. Em sequéncia, 1
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pL de solucdo de cada experimento foi injetada no cromatdgrafo
para analise.

Com intencdo de obter um resultado representativo de
condigdo de compromisso para todos os analitos foi empregada a
média geométrica das razOes entre as areas dos picos dos
analitos e a area do pico do padréo interno para processamento
dos dados no software Statistica 10.0 (StatSoft Inc., Tulsa, USA).

3.7 OTIMIZACAO DAS CONDICOES DE EXTRACAO

Também foi empregada estratégia de otimizacao
multivariada para a otimizacdo do procedimento de extragdo com
o planejamento composto central. Neste caso, duas variaveis
foram avaliadas em cinco niveis, totalizando 10 experimentos,
sendo dois destes replicatas do ponto central, que foram
realizados de forma aleatdria. Estudaram-se as variaveis tempo de
ultrassom (10; 15; 30; 45 e 50 min) e volume do solvente extrator
etanol (9; 12; 18; 24 e 27 ml). A Tabela 4 apresenta as
combinagdes entre os niveis estudados para cada variavel e as
replicatas do ponto central.
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Tabela 4. Matriz do planejamento composto central para otimizacdo das
varidveis tempo de ultrassom e volume de etanol do procedimento de
extracdo dos analitos.

Experimento Tempo de ultrassom
(min) Volume de etanol (mL)
1 15 12
2 15 24
3 45 12
4 45 24
> 10 18
6 50 18
7 30 9
8 30 27
9 30 18
10 30 18

O procedimento analitico destes ensaios foi realizado da
seguinte maneira:

Pesou-se 1g de sedimento liofilizado em frascos de
extracdo de 40 mL. Separaram-se dois ensaios para controle e
assegurou-se a auséncia de esteroides e outras substancias
potencialmente prejudiciais a visualizacdo dos sinais de interesse
nos cromatogramas. A outros 10 ensaios, aliquotas de solugdo
estoque dos analitos foram adicionadas e estes foram deixados
em repouso por 24 horas a temperatura ambiente. Este
procedimento de extracdo foi realizado em triplicata. Em cada
etapa foi transferida uma fracdo de 1/3 dos volumes de etanol
estudados. Os ensaios foram agitados em vortex para
homogeneizacdo e submetidos a uma fracdo de 1/3 dos periodos
de tempo de ultrassom estudados. Em seguida os ensaios foram
centrifugados durante 15 minutos e o extrato sobrenadante foi
transferido para um baldo de fundo redondo de 250 mL com
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auxilio de uma pipeta de Pasteur. Ao final das trés etapas de
extracdo, o extrato combinado foi concentrado a um volume de
aproximadamente 2 mL em rotaevaporador e em seguida
transferido a uma coluna de limpeza composta de 1g de alumina
(5% desativada com agua) e de aproximadamente 50 mg de
sulfato de sdédio (empacotamento realizado usando uma
suspensdo de alumina em etanol e adi¢do de sulfato de sodio
com auxilio de uma espatula), como ilustrado na Figura 5.

Figura 5. Imagem da coluna de limpeza, composta de alumina (5%
desativada) e sulfato de sédio, empregada apds os ensaios de extragao.
Fonte: elaborado pela autora.

sulfato de sddio

alumina

O extrato concentrado foi eluido na coluna com 10 mL de
etanol em baldo de fundo redondo de 250 mL e o extrato obtido
desta limpeza foi completamente seco em rotaevaporador. Para
recuperacdo dos analitos foi adicionado pequeno volume,
aproximadamente 1 mL, de diclorometano. Este volume foi entdo
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transferido a um frasco de vidro ambar de 2 mL e seco sob fluxo
de nitrogénio. Em seguida foi realizado o procedimento para
reacdo de derivatizacgdo em injetor, descrito previamente,
utilizando as condi¢des experimentais otimizadas. A concentragao
final de cada analito foi ajustada para 30 uyg mL" e 1 pL da
solugdo final de cada ensaio foi injetada no cromatégrafo para
analise.

Calculou-se a média geométrica das razdes entre as areas
dos picos dos analitos e a area do pico do padréo interno para
processamento dos dados no software Statistica 10.0 (StatSoft
Inc., Tulsa, USA).

3.8 AVALIACAO DO DESEMPENHO DA METODOLOGIA
ANALITICA PROPOSTA

Depois de estabelecidas as melhores condicbes
experimentais para quantificacdo dos esteroides, o desempenho
da metodologia analitica proposta foi avaliado através da
investigagdo dos principais parametros analiticos de mérito (faixa
linear da resposta analitica, coeficiente de correlacdo, limites de
deteccdo e quantificacdo, precisdo e exatidao).

Para construcdo de curvas de calibracdo foram preparadas
solu¢des dos analitos (coprostanol, colesterol, colestanol, éster
metilico do acido hiodesoxicélico, estigmasterol e estigmastanol),
nas concentragdes de 20, 30, 50, 100, 200, 400, 600, 800, 1000 ng
mL". Em todas as solucdes utilizou-se padrdo interno 5a-
colestano na concentracéo fixa de 250 ng mL™". Os limites de
detec¢do e quantificagdo foram estimados através de parametros
da equacao da reta da curva de calibracdgo e medidas do sinal
analitico de brancos, ou seja, da linha base dos cromatogramas.
Os limites de deteccao foram estimados como 3sp/m e os limites
de quantificagdo como 10sb/m, onde sb € o do desvio padrdo de 6
medidas de branco e m o coeficiente angular da equagdo da reta
de cada analito.
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A precisdo do método foi avaliada em ensaios inter-dia e
intra-dia, ambos realizados em triplicata. Valores de desvio
padrao relativo (Relative standard deviation - RSD) menores que
15% foram considerados aceitaveis (LEITE, 2002).

A exatiddo do método foi avaliada por meio de testes de
adicdo e recuperacdo dos analitos em matriz (sedimento). As
respostas de recuperacdo dos analitos destes ensaios foram
comparadas com as respostas da curva de calibragao.

3.8.1 Testes de adicao e recuperacao em matriz e avaliacao da
precisao e exatiddo do método

Para os testes de adicdo e recuperacdo mostrou-se
necessaria uma limpeza da matriz, uma vez que o sedimento
apresentou sinais da presenca de alguns esteroides. O
procedimento de limpeza foi realizado em triplicata através da
adicdo de 5 mL de diclorometano e 5 mL de metanol em 1 g de
sedimento para cada um dos 12 ensaios realizados. As amostras
de sedimento foram agitadas em vortex e submetidas a 10
minutos de ultrassom. O extrato sobrenadante gerado em cada
replicata do procedimento foi descartado em local apropriado e
os ensaios foram secos sob fluxo de nitrogénio e deixados
descansar por 24 horas. Posteriormente foi realizada extragdo
com etanol proposta neste trabalho para verificar a eficiéncia da
limpeza. Uma vez confirmada a auséncia de esteroides foram
adicionadas aliquotas da solucdo estoque dos analitos e estes
foram deixados em repouso por 24 horas sob refrigeracdo. Em
seguida, foi realizado o procedimento de extracdo e derivatizagdo
proposto neste trabalho utilizando as condicdes experimentais
otimizadas. As concentra¢des finais obtida para cada analito
foram de 100, 500 e 1000 ng mL" e 1 uL das solucdes de cada
ensaio foi injetada em cromatdgrafo para analise. As médias das
razdes (n=3) entre as areas dos picos dos analitos e a area do
pico do padrdo interno foram calculadas para verificar as
respostas analiticas.
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Para avaliar a precisdo intra-dia do método, foram
analisadas, em triplicata no mesmo dia, uma das replicatas de
cada nivel de concentracdo dos experimentos de adicdo e
recuperacdo. E para a precisdo inter-dia, os mesmos experimentos
de cada nivel de concentragdo foram analisados por trés dias
consecutivos, sendo que o preparo das solu¢bes para a
derivatizacdo foi realizada no primeiro dia, e a mesma solucao foi
analisada nos dias subsequentes. Para ambas as avaliagOes,
precisdo intra-dia e inter-dia, foram calculadas as médias das
razdes (n=3) entre as areas dos picos dos analitos e a area do
pico do padrdo interno para verificar as respostas analiticas.

3.9 ESTUDO DA ESTABILIDADE DO MEIO REACIONAL DA
DERIVATIZACAO

Para avaliar a estabilidade do meio reacional para reagéao
de derivatizagdo foram preparados dois ensaios em frascos de
vidro ambar de 2 mL empregando condi¢bes experimentais
otimizadas do procedimento de derivatizacdo ja descrito
anteriormente. Na sequéncia do preparo de ambos, foram
injetados 1 uL da solugdo em cromatégrafo. Um dos frascos de
vidro ambar foi mantido sob refrigeracdo, em freezer
(aproximadamente -4 °C), e removido somente nos momentos
de novas inje¢des, apds 8, 24 e 32 h. O outro ensaio foi mantido
em temperatura ambiente (aproximadamente 23 °C), e novas
injecOes foram realizadas apos 8, 24, 32, 48 e 72 h. Para verificar
as respostas analiticas foram calculadas as médias aritméticas das
razOes entre as areas dos picos dos analitos e area do pico do
padrao interno.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 COMPARACAO ENTRE PROCEDIMENTOS DE DERIVATIZACAO

Com o objetivo de se empregar uma técnica de
derivatizacdo mais rapida e de maior eficiéncia, foram
comparadas as metodologias de derivatizacdo em injetor e
derivatizacdo em estufa, sendo este Ultimo, o método mais
frequentemente adotado para derivatizacdo de esteroides
(ELHMMALI et a/, 1997, TYAGI et alj 2008; BIRK et a/, 2012;
BIACHE e PHILP, 2013; ABREU-MOTA et al, 2014; SANEZ et al,
2014). Em termos praticos, durante o desenvolvimento do
trabalho, verificou-se que o método de derivatizagdo em estufa
apresenta maiores tendéncias a erros experimentais, visto uma
maior dificuldade na reproducdo dos resultados, sendo
observados experimentos que resultaram em baixa qualidade de
separacao dos picos e, ocasionalmente, reacdes de derivatizagao
incompletas, verificadas através da presenca de picos
caracteristicos de esteroides ndo derivatizados no cromatograma.
Os experimentos que apresentaram pobre separacdo dos picos
tornaram inviavel a medida quantitativa das respostas, resultando
no descarte dos dados referentes aos mesmos. Na Figura 6 estdo
representados os resultados da comparagdo das razdes entre as
areas dos picos de esteroides e area do pico do padrdo interno
das duas metodologias de derivatizagéo, a partir de experimentos
em que foi possivel a separacdao dos analitos. As reacbes de
derivatizacdo em injetor ocorreram a 280 °C, e estimou-se o
periodo de 1 minuto como o tempo maximo de reagdo através da
observacdao dos picos do solvente e excesso de agente
derivatizante no primeiro minuto dos cromatogramas. E as
reacbes de derivatizacago em estufa foram submetidas
temperatura de 60 °C por 90 min. As respostas analiticas da
derivatizacdo em injetor foram superiores quando comparadas
com as respostas obtidas empregando a derivatizacdo em estufa,
evento que se deve a alta temperatura que os reagentes sdo
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submetidos, uma vez que, provou-se a influéncia significativa da
temperatura na reacdo de derivatizacdo, como discutido no item
4.2.2. Em conclusao, as observagdes reunidas deste estudo, assim
como a simplicidade e rapidez do procedimento, ratificaram a
escolha da derivatizacdo em injetor no desenvolvimento deste
trabalho.

Figura 6. Eficiéncia da reagdo de derivatizacdo em injetor e em estufa dos
analitos: coprostanol, colesterol, colestanol, éster metilico do acido
hiodesoxicolico, estigmasterol e estigmastanol, em concentra¢des de 30
ug mL". Area PI = 4rea do padrio interno 5a-colestano referente a 12
ug mL™.
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42 OTIMIZACAO DAS CONDICOES DE DERIVATIZACAO EM
INJETOR

A otimizacdo das condicdes de derivatizacdo dos analitos
em injetor busca obter condi¢cbes experimentais e instrumentais
gue ocasionem boa separacdo cromatografica dos picos, maior
rendimento dos analitos trimetilsilanizados empregando pequena
quantidade de reagentes e adequada repetibilidade dos
resultados.

4.2.1 Selecdo da composicio do meio reacional da
derivatizacdo em injetor

Na escolha do solvente do meio reacional da
derivatizacdo devem-se levar em consideracao algumas
caracteristicas essenciais. O solvente empregado deve possuir alto
poder de dissolu¢do dos analitos de interesse e deve ser aprotico,
ausente de hidrogénios ativos. (WU et a/, 2009). Desta maneira,
foi testada a eficiéncia da reacdo de derivatizacdo dos analitos em
diclorometano, hexano, acetonitrila e acetona. Na Figura 7 podem
ser observados os resultados obtidos do uso de cada solvente
para os cinco esteroides e éster metilico do acido biliar.
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Figura 7. Efeito de diferentes solventes organicos como meio reacional
da reacdo de derivatizacdo na resposta analitica dos analitos:
coprostanol, colesterol, colestanol, éster metilico do acido
hiodesoxicolico, estigmasterol e estigmastanol, em concentra¢des de 30
ug mL". Area PI = 4rea do padrdo interno 5a-colestano referente a 12
ug mL".
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Solventes Organicos

O emprego dos solventes diclorometano e hexano
resultaram nas maiores respostas analiticas e menores desvios
padrdo referentes a triplicata deste experimento. Por outro lado,
o uso dos solventes acetonitrila e acetona resultaram inferior
eficiéncia de derivatizagdo e desvios significativos entre as
respostas analiticas dos experimentos. Pode-se estimar que os
grandes desvios relacionados ao uso dos solventes acetonitrila e
acetona se devem a elevada polaridade dos mesmos (indices de
polaridade: 5,8 e 5,1 respectivamente), que reflete em um baixo
poder de dissolucdo dos esteroides, moléculas de polaridade
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baixa. Quanto aos resultados obtidos com o uso dos solventes
diclorometano e hexano (indices de polaridade: 3,17 e 0,0
respectivamente), a mesma linha de raciocinio mostra-se
adequada por serem solventes menos polares. Ainda assim,
através de observacdes visuais em laboratério e por meio destes
resultados ha uma inferior solubilidade do éster metilico do acido
hiodesoxicolico em hexano, desta maneira optou-se pelo uso do
diclorometano como solvente do meio reacional da derivatizacao
em estudos subsequentes.

4.2.2 Otimizacdo multivariada para reacao de derivatizacdo
em injetor

Para otimizacdo de demais parametros do procedimento
de derivatizagdo dos analitos realizou-se um planejamento
composto central em cinco niveis para trés variaveis, sdo elas:
temperatura do injetor (255 - 305 °C), volume do agente
derivatizante BSTFA:TMCS (99:1) (33 — 67 mL) e tempo de sp/itless
do programa de fluxo do cromatégrafo (0,6 — 2,4 minutos).

A partir do processamento dos resultados obtidos gerou-
se o grafico de Pareto, que permite verificar os efeitos das
varidveis investigadas, assim como o efeito das intera¢gdes entre
elas. As varidveis ou interacdes que sdo significativas para o
procedimento de derivatizacdo, considerando um nivel de
confianca de 95%, sdo aquelas que produziram alteragdo
significativa do sinal analitico, ultrapassando o valor de efeito
minimo indicado pela linha tracejada. Como se pode observar na
Figura 8, as variaveis consideradas significativas sdo temperatura
do injetor e tempo de splitless, e por resultarem em valores de
efeito positivos, conclui-se que o aumento dos valores destas
varidveis influéncia positivamente no sinal analitico deste
procedimento. O efeito da temperatura do injetor para este
procedimento é fundamental, uma vez que a temperatura acelera
a reacao de derivatizacdo que deve ser completa em um intervalo
de tempo pequeno, na ordem de segundos. O tempo de splitless
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€ um parametro instrumental que estabelece o tempo de
interrupgdo da purga do fluxo de gas de arraste no momento
seguinte a injecdo. Desta maneira, ndo é perdida nenhuma fragdo
das substancias injetadas. O aumento deste parametro favorece o
aumento do sinal analitico pela razdo inerente a sua fungao,
sendo frequentemente empregado para analises de amostras
com baixas concentracOes de substancias de interesse.

A falta de significancia, a um nivel de confianca de 95%,
do volume de agente derivatizante, pode ser explicada pelo fato
de que para toda a faixa de volume empregada para avaliar a
eficiéncia da derivatizagdo, esta substancia encontrava-se em um
excesso de no minimo 3,5 vezes em relacdo aos analitos. Esta
observacdo, portanto, implica que dentro do dominio que este
reagente foi avaliado ndao houve diferengas estatisticamente
significativas da resposta analitica baseadas no aumento ou
diminuicao do valor de volume em relagdo ao ponto central do
planejamento.

60



Figura 8. Gréfico de pareto gerado pelo planejamento composto central
para as variaveis temperatura do injetor, tempo de splitless e volume de
BSTFA:TMCS (99:1) e suas intera¢des no procedimento de derivatizacao

dos analitos.
(1)Temperatura(L) | —9,081L
(3) Tempo splitless (L) 14.613?'14
(3) Tempo splitless (Q) -2,49837
(2) Volume BSTFA:TMCS (Q) -1,96136
2Lpor 3L 1.863457
1L por3L | -1,68198
1L por 2L 1.399409
(2) Volume BSTFA:-TMCS (L) -1,04873
(1) Temperatura (Q) |,4?29426

p=.05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Para a determinacdo das melhores condicbes
experimentais para o procedimento de derivatizagdo dos analitos,
foi utilizada analise visual das superficies de reposta geradas pelo
planejamento composto central (Figura 9). A resposta analitica
para cada combinacdo de fatores confere a média geométrica das
respostas de cada analito submetido a estas combinac¢des. Assim,
nestas superficies, podemos observar as melhores condi¢es
experimentais como condi¢bes de compromisso para todos os
analitos estudados.
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Figura 9. Superficies de respostas obtidas a partir do planejamento
composto central da combinagdo dos efeitos das variaveis (a) tempo de
splitless e volume de BSTFATMCS (99:1), (b) volume de
BSTFA:TMCS(99:1), e temperatura do injetor e (c) tempo de spiitless e
temperatura do injetor. O eixo z representa a média geométrica das

razdes das areas dos picos dos analitos e area do pico do padréo interno
(Area PI).

e | Rl
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Na Figura 9, as regides em vermelho correspondem aos
valores de melhor resposta analitica, e podemos observar
claramente que as melhores respostas analiticas resultam dos
maiores valores de temperatura de injetor em combinacdo com
qualquer valor de volume de BSTFA:TMCS (99:1) empregados,
assim como em combinag¢do com qualquer valor de tempo de
splitless. Desta maneira, determinou-se como suficiente a
temperatura de injetor em 290 °C, uma vez que valores muito
mais elevados podem ocasionar danos ao septo de borracha
encontrado na extremidade do /iner de inje¢do nos
cromatografos. Os resultados dos efeitos combinados de tempo
de splitless e volume de BSTFA:TMCS (99:1) apresentaram area de
resposta analitica 6tima em quase todo o dominio estudado das
duas variadveis. Desta maneira, optou-se o emprego de 40 uL de
agente derivatizante para estudos subsequentes. O tempo de
splitless é frequentemente ajustado em 1,0 minuto em diversas
metodologias de analise (BIRK et a/, 2012; LI et al, 2014;
MALLETTE e CASALE, 2014 e SIREN et a/, 2014), visto que valores
muito altos deste parametro podem ocasionar uma larga cauda
no pico do solvente, que por sua vez, pode encobrir picos de
analitos que sdo eluidos em minutos inicias da corrida
cromatografica. Em razdo da eluicdo tardia dos analitos, com
inicio em aproximadamente 12 minutos, a formag¢do de cauda do
pico do solvente ndo causou problemas em nenhum dos
experimentos deste planejamento. Assim, o valor de 2,0 minutos
de tempo de splitless, embora seja considerado um longo
periodo para este parametro, foi selecionado para analises
posteriores por fornecer as melhores respostas analiticas.

4.3 OTIMIZACAO DAS CONDICOES DE EXTRACAO

Em procedimentos de preparo de amostra e extracao de
esteroides em amostras de sedimento reportados na literatura,
sdo frequentemente empregados volumes consideraveis de
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solventes organicos (MOON et a/, 2008; BIRK et a/, 2012; SOJINU
et al, 2012; DERRIEN et a/, 2015; LYONS et a/, 2015). E como sao
submetidas a estes processos, grandes quantidades de amostras,
€ pertinente a busca de procedimentos que se orientam na
diminuicdo ou eliminacdo do uso destes solventes. O solvente
extrator escolhido para desenvolvimento deste trabalho, o etanol,
apresenta reduzida toxicidade, baixo custo e boas porcentagens
de recuperacdo de lipidios, como ja reportadas em metodologias
distintas (KAWAKAMI e MONTONE et a/, 2002; MARTINS et al,
2012). Desta maneira, estudaram-se as melhores condicdes de
extracdo, empregando este solvente e a técnica de ultrassom,
para posteriormente verificar a eficiéncia de extracdo desta
metodologia.

Para a otimizacdo das condi¢des de extracdo, também foi
realizado um planejamento composto central em cinco niveis,
mas com alteracdes em somente duas variaveis. Foram estudados
o tempo de ultrassom (10 — 50 min) e o volume de etanol (9 - 27
mL).

ApoOs processamento dos resultados obteve-se a
superficie de resposta (Figura 10) para investigacdo dos
parametros volume de etanol e tempo de ultrassom. A resposta
analitica deste estudo, como na otimizacdo multivariada da
derivatizacdo, também foi avaliada através da média geométrica
das respostas de cada analito e recorrendo ao método visual para
determinacgdo dos pontos criticos da superficie de resposta foram
estabelecidos 30 minutos de tempo de ultrassom e 21 mL de
etanol como condig¢des étimas da etapa de extracdo dos analitos.
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Figura 10. Superficie de resposta obtida a partir do planejamento
composto central da combinagdo dos efeitos das variaveis: volume de
etanol e tempo de ultrassom. O eixo z representa a média geométrica
das razdes das areas dos picos dos analitos e drea do pico do padrao

interno (Area PI).

\aeand | eei

44 AVALIACAO DO DESEMPENHO DA METODOLOGIA
ANALITICA PROPOSTA

O desempenho da metodologia de analise proposta neste
trabalho para determinacdo de esteroides foi verificada através da
obtencdo de parametros analiticos de mérito sob as condi¢des
experimentais otimizadas. Na Tabela 5 encontram-se alguns

parametros alcangados por meio da constru¢do de curvas de
calibracao.
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Tabela 5. Faixa linear, coeficiente de correlacdo, desvios padrdo relativos,
limites de deteccdo e quantificacdo obtidos para determinacdo de
coprostanol, colesterol, colestanol, éster metilico do acido
hiodesoxicolico, estigmasterol e estigmastanol.

Analito Faixa R22 RSD LOD¢ LOQ¢
Linear (%) (ng (ng

(hg mL™) mL™ mL™
Coprostanol 20-1000 09970 3,0 3 11
Colesterol 20-1000 09924 5,1 3 10
Colestanol 20-1000 0,9930 4,1 4 15

Ester metilico
do Acido 50-1000 09930 5,7 14 47
Hiodesoxicdlico

Estigmasterol 30—-1000 0,9948 6,0 6 21
Estigmastanol 20-1000 0,9952 4,5 4 14

aR2: Coeficiente de correlacdo

bRSD (desvio padrio relativo) médio de todos os pontos da curva.
n=2 para cada ponto da curva.

‘LOD: Limite de deteccao

dLOQ: Limite de quantificacdo

Obtiveram-se satisfatérios coeficientes de correlagéo,
limites de deteccdo e quantificacdo, sendo semelhantes a outros
trabalhos publicados que relatam a determinagdo de esteroides
(BIRK et al, 2012 e MATIC et a/, 2014). Os limites de deteccao
variaram entre 3 ng mL" para o colesterol e 14 ng mL'para o
éster metilico do acido hiodesoxicolico, e limites de quantificagcdo
entre 10 e 47 ng mL". Estes valores também se adéquam a
estudos ambientais, de maneira que ao observar o coprostanol,
pode-se notar que os limites de deteccdo e quantificagdo estdo
abaixo de limites de concentracdo indicativas de contaminacao
por esgoto reportados por Grimalt (1990) e Gonzalez-Oreja e
Saiz-Salina (1998), de 100 e 500 ng mL™, respectivamente.

Para os calculos dos limites de detecgdo e quantificagao,
foi utilizada a definicdo IUPAC (MOCAK et al, 1997 e LONG e
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WINEFORDNER, 1983), que relata a menor concentracdo
detectavel do analito, ci, como mostra a equacao 1:

kSB
T

(M
onde, k é um fator numérico escolhido de acordo com o nivel de
confianca desejado, ss € o desvio padrdo de medidas do branco e
m, o coeficiente angular da curva de calibracdo de cada analito.
Foram realizadas 6 medidas de branco para o calculo do valor de
ss e aplicou-se fator numérico k = 3, que estima-se permitir a
confianca de 98,3% que o sinal analitico de determinado analito,
que é funcao de ci, é diferente do sinal do branco. Os limites de
quantificacdo foram calculados de maneira similar, alterando o
valor de k para 10. Também foram verificadas as respostas
analiticas obtidas nas concentracdes 5 10 e 20 ng mL" e
observadas a proximidade de valores da razdao sinal do
analito/sinal ruido, igual a 3 e 10 para os limites de deteccdo e
quantificacdo, respectivamente, para cada analito (SKOOG et al,
2014).

Outros fatores adotados para avaliagdo do desempenho
do método foram a exatiddo e a precisdo. A exatiddo foi
investigada por meio de ensaios de fortificagdo de matriz, em trés
niveis de concentragdo. Foram avaliadas as recuperagdes de todos
os analitos estudados e também do padrdo de recuperacao,
androstanol. Aproveitando os ensaios de recuperagao foi avaliada
a precisdo do método, através de analises intra-dia e inter-dia dos
mesmos. Os dados encontram-se apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6. Valores de recuperacdo, fatores de recuperacdo e desvio
padrdo relativo dos experimentos (n=3), de fortificacdo de matriz em
trés niveis de concentragdo e precisdo intra-dia e inter-dia em termos de
desvio padréo relativo em trés niveis de concentracdo (n=3).

Exatidao Precisdo
Fator de R | Intra- | Inter-
Analito Adiciona- Recupera- recupera- S dia dia
do do? cao (%) D RSD RSD
(ngmL™)  (ng mL") %) | %P | %)
100 93+38 93 6 3 5
Coprostanol 500 481+ 14 96 3 5 10
1000 973 + 16 97 1 2 6
100 95+ 3 95 2 7 12
Colesterol 500 479+ 11 96 2 6 4
1000 960 + 63 96 4 4 4
100 94 + 8 94 7 4 14
Colestanol 500 488 + 24 98 4 1 11
1000 950 + 17 95 1 2 7
Ester
metilico do 100 92 +4 92 3 7
Acido 500 493 + 17 99 4 14
Hiodesoxi- 1000 956 + 35 96 2 3 8
colico
100 93 +3 93 3 10 4
Estigmasterol 500 431 £55 86 9 4 10
1000 964 + 46 96 3 2 15
100 95 + 4 95 3 2 13
Estigmastanol 500 482 + 12 96 2 3 8
1000 892 + 83 89 6 3 17
100 98 + 7 98 5 7 10
Androstanol 500 490 + 18 98 3 8 8
1000 965 + 32 97 2 1 12

@ Média + Intervalo de confianga. Intervalo de confianca

considerando nivel de 95%.
®RSD: desvio padro relativo. n=3
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As recuperacgdes obtidas através da aplicagdo do método
proposto, em triplicata, variaram entre 86 e 99%, sendo
considerados valores satisfatorios, em razdo dos baixos niveis de
concentracdo avaliados e tratando-se de fortificagdo em uma
matriz complexa. Para mensurar a precisdo intra-dia do método,
uma das replicatas da extracdo de cada nivel de concentragdo
foram analisadas em ftriplicata e em sequéncia no mesmo dia.
Estes ensaios resultaram em desvios padrdo relativos de até no
maximo 9%, todos considerados valores adequados. A precisdo
inter-dia foi estimada através da andlise, por trés dias
consecutivos, dos mesmos ensaios utilizados na avaliacdo de
precisdo intra-dia para os trés niveis de concentracdo. Ao verificar
os resultados obtidos através destes testes, mesmo estes
apresentando valores relativamente aceitaveis de desvio padrdo
relativo, de 4 a 17%, foi possivel notar decaimento do sinal no
segundo dia de avaliacdo e decaimento ainda mais significativo
no terceiro dia. Concluiu-se que algumas das razbes que
poderiam ocasionar estes resultados seriam a hidrolise e/ou a
volatilizagdo do agente derivatizante presente no meio reacional
da reacdo de derivatizacdo preparado prévio a injecdo. Outro
fator que ndo deve ser descartado seria a volatilizagdo do
solvente organico, também presente no meio reacional e em
pequeno volume. Este fator deveria causar fendbmeno oposto ao
que foi observado na maioria dos ensaios. Assim, devido a
presenca de observacdes que corroboraram ambas as teorias, foi
realizado na sequéncia um estudo de estabilidade do meio
reacional de analise.

45 ESTUDO DA ESTABILIDADE DO MEIO REACIONAL PARA
REACAO DE DERIVATIZACAO

Elaborou-se um estudo de estabilidade do meio reacional
para reacdo de derivatizacdo devido a possibilidade de
volatilizagdo e hidrolise do agente derivatizante e catalisador, e
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volatilizagdo do solvente organico, que com o passar do tempo
pode acarretar erros e imprecisdo na quantificacdo dos analitos.
Em todos os experimentos realizados neste trabalho, como ultima
etapa de qualquer procedimento, foi preparada a solugdo para
reacdo de derivatizacdo para injecdo imediata apds o preparo,
visto que se trata de um procedimento extremamente simples e
rapido. Desta maneira, este estudo de estabilidade visa
aprofundar o conhecimento da preciséo do método e sua
aplicabilidade de maneira distinta a que foi estabelecida, caso
houvesse necessidade.
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Figura 11. Avaliagdo da estabilidade do meio reacional da reacdo de
derivatizacdo dos esteroides através de ensaios mantidos em
temperatura ambiente e sob refrigeracdo. Area = média geométrica das
areas dos esteroides coprostanol, colesterol, colestanol, éster metilico do
acido hiodesoxicélico, estigmasterol e estigmastanol em concentracdes
de 30 ug mL™". Area PI = 4rea do padrio interno 5a-colestano a 20 ug
mL".

—=&— Temperatura ambiente (23 °C)
—®— Sob refrigeragéo (- 4 °C)
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Foram preparados dois ensaios sob as mesmas condicoes
experimentais. Ambos foram analisados no tempo zero, ou seja,
logo apds o preparo da solucdo para reagdo de derivatizagcdo no
injetor. Um dos ensaios foi mantido sob refrigeracédo, entre as
analises e o outro foi mantido em temperatura ambiente. Retirou-
se o experimento mantido sob refrigeracdo para analise apds 8,
24, e 32 h. Como apresentado na Figura 11, devido a significativa
diminuicdo da resposta analitica em funcdo da perda de
resolucdo e separacdo dos picos apds 24 h e ainda mais
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significativa em 32 h, optou-se por interromper a avaliagdo
quantitativa deste experimento. O ensaio mantido sob
temperatura ambiente manteve-se estavel e sem grandes desvios
de resposta analitica (RSD - 2,6%) até a andlise apos 48 horas de
preparo. Sobre a analise de 72 horas ap6s o preparo, notou-se
um decréscimo de resposta, de aproximadamente 69%, e optou-
se pela execucdo do teste Q para avaliar se este ensaio deve ser
aceito na amplitude de todas as medidas. Obteve-se Q = 0,80,
valor superior ao valor de Qos%n=6 = 0,62 tabelado. Desta maneira
rejeitou-se a possibilidade do Ultimo ensaio integrar o conjunto
de medidas. E concluiu-se, também se baseando em testes Q dos
outros pontos da nova faixa de medidas, que estdo preservados,
o agente derivatizante e solvente organico, até 48 h apds o
preparo da solugdo. Portanto, determinada amostra que
empregue o método de derivatizacdo proposto neste estudo
pode ser analisada até no maximo 48 h apos a adicdo do agente
derivatizante a solucdo extraida contendo os analitos.
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5 CONCLUSAO

Desenvolveu-se uma metodologia analitica, agregando
alteracdes e adaptacdes de técnicas previamente reportadas de
preparo de amostras, que resultou em procedimentos simples e
econOmicos para determinagdo simultanea de seis esteroides em
amostras de sedimento utilizando as técnicas de GC/FID e GC-
MS.

A utilizacdo da técnica de otimizacdo multivariada
denominada de planejamento composto central, bem como de
técnicas univariadas, possibilitaram a determinacdo das melhores
combinagdes entre fatores envolvidos nas etapas de extragdo e
derivatizacdo, de maneira rapida e eficiente. As etapas de
extracdo e derivatizacdo resultaram em favoraveis métodos
alternativos aos convencionais, podendo ser empregados em
amostras de sedimentos provenientes de diferentes tipos de
ambientes, assim como em analises de rotina, devido a alta
freqliéncia analitica, baixo custo e consumo de amostra.

O método proposto apresentou bom desempenho
analitico em termos de linearidade em uma ampla faixa de
concentracdo (20 — 1000 ng mL™), baixos limites de deteccdo, que
variaram de 3 a 14 ng mL' e de quantificacdo, apresentado
valores de 10 a 47 ng mL". A precisdo, expressa em termos de
desvio padrdo relativo, e a exatidao, avaliada por meio de ensaios
de recuperacdo, também foram satisfatorias. Ademais,
demonstrou-se a possibilidade de se determinar esteroides em
amostras de sedimento empregando reagentes de baixa
toxicidade, e minimos volumes de reagentes considerados
prejudiciais a salde humana e ao ambiente.
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6 PERSPECTIVAS

° Construcdo de curvas de calibracdo em matrizes
sedimentares;

° Avaliacdo da robustez da metodologia analitica;

° Aplicagdo do método em amostras reais de sedimentos
potencialmente contaminados por efluentes de esgotos
domésticos e efluentes da suinocultura.
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