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RESUMO

Nesse estudo, foi proposto a utilizagdo da técnica de extragdo em ponteiras descartaveis
(DPX) juntamente a cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a um detector por
arranjo de diodos (HPLC-DAD) para a determinacdo de monoftalatos, um dos produtos de
biotransformacao dos ftalatos, em urina humana. Os produtos de biotransformacao eleitos
como analitos para serem estudados nesse trabalho foram o monometil ftalato (MMP),
monobutil ftalato (MBP), monobenzil ftalato (MBzP) e mono-(2-etilhexil) ftalato (MEHP).
As ponteiras utilizadas para realizar as extracdes desses compostos, adquiridas
comercialmente, possuem capacidade de 1 mL e contém em seu interior 20 mg de material
sorvente constituido de estireno-divinilbenzeno (DPX-RP), um material polimérico com
caracteristicas apolares. As otimizagdes dos principais parametros que afetam a eficiéncia do
método proposto foram realizadas através de planejamentos experimentais univariados e
multivariados. As amostras de urina foram diluidas a uma razao de 10 vezes em pH 2,0 ¢
submetidas por 5 minutos a centrifugacdo a 3000 rpm. As condi¢des 6timas do procedimento
de extracdo foram 7 ciclos, cada um com 700 pL de amostra diluida de urina, seguido de uma
etapa intermediaria de lavagem do extrato composta por 2 ciclos com 300 pL de agua
ultrapura. Para a etapa de dessorcao, a condigdo 6tima foi obtida com 1 ciclo de 225 uL de
acetonitrila. O método também passou por uma etapa de validagdo, no qual foi alcangcado um
bom desempenho analitico com coeficientes de correlagdo linear entre 0,9905 para o MMP e
0,9987 para 0 MBzP. Os limites de detec¢do (LOD) variaram entre 3,0 ug L' para o MBzP e
7,6 ng L! para os demais analitos, enquanto os limites de quantificagio (LOQ) variaram entre
10 ug L' para o MBzP e 25 pg L' para os demais analitos. A precisdo do método foi
verificada por meio dos desvios padrdes relativos (RSD%) de ensaios intradia (n=3) e interdia
(n=9), enquanto a exatiddo foi averiguada através de ensaios de recuperacdo relativa em
amostras de urina de dois voluntérios diferentes. As recuperagdes relativas variaram de 83% a
108% para a amostra 1 e entre 90% a 120% para amostra 2, a precisao intradia foi de 0,3% a
12,0% e a interdia entre 9,9% e 15,6%. O tempo total necessario para o procedimento de
extracdo ¢ cerca de 5 minutos para cada amostra e a corrida cromatografica ¢ de 20 minutos, o
que pode ser caracterizado como um método rapido e eficiente para analises de monoftalatos
em urina humana.

Palavras-chave: Ftalatos, Monoftalatos, Urina humana, DPX, DPX-RP, HPLC-DAD.



ABSTRACT

In this study, it was proposed the use of disposable pipette extraction technique (DPX) with
high performance liquid chromatography coupled to a diode array detection (HPLC-DAD) for
the determination of monophthalates, one of the phthalate metabolites, in human urine. The
phthalate metabolites elected as analytes to be studied in this work were the monomethyl
phthalate (MMP), monobutyl phthalate (MBP), monobenzyl phthalate (MBzP) and mono-(2-
ethylhexyl) phthalate (MEHP). The tips used to extract these compounds, commercially
acquired, have a capacity of 1 mL and contain 20 mg of sorbent material compoused of
styrene-divinylbenzene (DPX-RP), a polymeric material with nonpolar characteristics. The
optimizations of the main parameters that affect the efficiency of the proposed method were
performed through univariate and multivariate experimental designs. The urine samples were
diluted 10 times in pH 2,0 and submitted for 5 minutes to centrifugation at 3000 rpm. The
optimum conditions of the extraction procedure were 7 cycles, each with 700 pL of diluted
urine sample, followed by an intermediate step of clean-up the extract consisting of 2 cycles
with 300 uL of ultrapure water. For the desorption step, the optimal condition was obtained
with 1 cycle of 225 uL of acetonitrile. The method also went through a validation step, in
which a good analytical performance was achieved with linear correlation coefficients
between 0,9905 for MMP and 0,9987 for MBzP. The limits of detection (LOD) varied
between 3,0 ug L' for MBzP and 7,6 pg L' for the other analytes, while the limits of
quantification (LOQ) ranged between 10 pg L' for MBzP and 25 pg L' for the other
analytes. The precision of the method was verified by means of the relative standard
deviations (RSD%) of intraday (n = 3) and interday (n = 9) tests, while the accuracy was
verified through relative recovery tests on urine samples from two different volunteers. The
relative recoveries ranged from 83% to 108% for sample 1 and between 90% to 120% for
sample 2, the intraday precision was from 0,3% to 12,0% and the interday between 9,9% and
15,6%. The total time required for the extraction procedure is about 5 minutes for each sample
and the chromatographic run is 20 minutes, which can be characterized as a fast and efficient
method for analysis of monophthalates in human urine.

Keywords: Phthalate, Monophthalate, Human urine, DPX,DPX-RP, HPLC-DAD.
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1INTRODUCAO

Contaminantes emergentes podem ser definidos como uma gama de substancias
presente no ambiente em sua maioria por agao antropica que desempenham uma potencial ou
real ameacga para a saude ou o proprio ambiente, porém, ndo se encontram incluidos em
programas de monitoramento de rotina ou possuem uma legislagdo especifica para seu
controle (SIDDIQUE; KUBWABO; HARRIS, 2016). Essa classe de substancias pode ser
advinda de uma série de fontes como medicamentos, produtos cosméticos, conservantes de
alimentos, tintas, e entrar em contato com os seres humanos por diversas vias como contato
dérmico, ingestao direta, além de forma indireta pelo contato com agua ou ar contaminados
(MONTAGNER; VIDAL; ACAYABA, 2017).

Por conta da falta de elucidagdo a respeito dos riscos que essas substancias
promovem e a frequente exposicdo dos seres vivos aos contaminantes emergentes a demanda
de seu estudo e andlise vem crescendo com o passar do tempo (GOULART, 2017). Nesse
cenario surgiu a descoberta de que uma série de contaminantes emergentes possuiam em
comum sua atuacdo como desreguladores enddcrinos, além de estudos que demonstram uma
atividade carcinogénica e mutagénica por parte desses compostos, podendo desencadear
doengas como o cancer de mama (SIDDIQUE; KUBWABO; HARRIS, 2016).

Diante desse fato, existe um interesse no desenvolvimento de métodos capazes de
detectar, identificar e quantificar a presenga de desreguladores enddcrinos como ftalatos em
matrizes bioldgicas para possibilitar o monitoramento e elucidar a acdo desses compostos no
corpo humano.

Os ftalatos quando absorvidos pelo corpo humano sdo biotransformados em seu
monoésteres correspondente, também conhecidos como monoftalatos, passando a estar
presentes em diferentes matrizes como sangue, urina, saliva ou até mesmo leite materno,
tornando possivel a andlise e deteccdo desses analitos a partir dessas amostras bioldgicas
(GUO; WU; KANNAN, 2011).

A urina demonstra-se uma boa matriz bioldgica para andlise, pois ¢ coletada de
forma nao invasiva e estd disponivel em grandes volumes. Porém, por se tratar de uma matriz
complexa, a urina possui muitos interferentes que prejudicam a realizagao de analise direta
para detec¢do de compostos presentes no meio. Sendo assim, uma etapa de preparo de

amostra, anterior a etapa de analise, torna-se necessaria. Essa etapa, além de possibilitar uma
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limpeza da amostra, evitando o desenvolvimento de danos ao instrumento analitico utilizado,
também isola o analito, deixando-o livre de interferentes para as etapas subsequentes.

Com o objetivo de desenvolver um método baseado em preparo de amostra que seja
aliado a quimica verde, oferecendo menos riscos a0 meio ambiente e produgdo de residuos, a
extracdo em ponteira descartavel (DPX, do inglés Disposable pipette extraction) demonstra-se
uma técnica vantajosa devido a utilizagao de pouco solvente organico. Desse modo, propde-se
o uso da técnica de DPX juntamente com um sistema de cromatografia liquida de alta
eficiéncia com detecgdo por arranjo de diodos (HPLC-DAD) no desenvolvimento de um
método analitico capaz de detectar e quantificar os niveis de quatro monoftalatos, sendo esses
os monometil ftalato (MMP), monobutil ftalato (MBP), monobenzil ftalato (MBzP) e mono-

(2-etilhexil) ftalato (MEHP), em amostras de urina humana.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Contaminantes emergentes

O desenvolvimento cientifico ocorrido nas ultimas décadas, possibilitado
majoritariamente pelos avancos no campo da quimica sintética, provocou um impacto
significativo nas atividades humanas e no estilo de vida da populacdo. Porém, ocasionou
também, um aumento exponencial no surgimento de novos produtos farmacéuticos, de
cuidados pessoais e domésticos (NAWAZ; SENGUPTA, 2019). Segundo o Fundo Mundial
da Natureza (WWEF, do inglés World Wildlife Fund), entre 1930 e 2000, a produgdo global de
produtos quimicos sintéticos aumentou de 1 milhdo para 400 milhdes de toneladas por ano, e
apesar de alguns desses produtos quimicos trazerem beneficios significativos para a
sociedade, outras substancias sintéticas estdo prejudicando tanto a vida selvagem quanto a da
populacdo, ndo existindo ainda conhecimento suficiente sobre seus efeitos em termo de um
longo prazo (WWF, 2020).

Como resultado desse crescimento dos produtos quimicos sintéticos, uma variedade
de compostos quimicos que anteriormente ndo eram detectados e, portanto, ndo possuem
regulamentacdo especifica, passaram a disseminar-se no meio ambiente e atingir 0s recursos
hidricos através do fluxo de residuos industriais e domésticos (NAWAZ; SENGUPTA, 2019;
A.; LIMA, 2018). Esses produtos quimicos em questdo incluem uma gama de compostos
variados empregados para diversos fins, como plastificantes, produtos farmacéuticos e de
cuidados pessoais, drogas de abuso, esterdides e hormodnios naturais ou sintéticos, pesticidas,
surfactantes, dentre outros compostos quimicos que sdo denominados pela comunidade
cientifica como contaminantes de interesse emergente (LA FARRE et al., 2008; A.; LIMA,
2018; MARTIN-POZO et al., 2019).

Contaminantes emergentes sdo definidos como quaisquer produtos quimicos
sintéticos ou de origem natural, ou até mesmo microorganismos que nao estao incluidos nos
programas de monitoramento ambiental, porém, possuem um potencial de difundirem-se e
prejudicarem o meio ambiente, provocando efeitos adversos conhecidos ou suspeitos, tanto
ecologicos quanto para saude humana (ROSENFELD; FENG, 2011). Em longo prazo, uma
substancia ¢ classificada como contaminante emergente baseando-se em trés critérios: a
persisténcia da substidncia em questdo no meio ambiente, ou seja, sua estabilidade quimica,
que resulta em um tempo de meia-vida longo; sua lipofilicidade, ocasionando uma

bioconcentracdo e possivel biomagnificacdo na cadeia alimentar; e os efeitos potencialmente
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nocivos no ambito ecotoxicoldgico ou humano desse composto (SMITAL, 2008; NAWAZ;
SENGUPTA, 2019).

A principal ameaca dessa classe de substancias reside no fato de que ndao ha um
estudo completo a respeito da toxicologia ambiental e humana da maior parte desses
compostos. Existe ainda a questdo de que muitos contaminantes emergentes nao sdo, ou até
mesmo, ndo existe a possibilidade de serem detectados em sistemas municipais de agua.
Ressalta-se ainda que, a passagem desses contaminantes por sistemas de tratamento de dgua
potavel, possivelmente ocasionam a geracdo de subprodutos cujas propriedades quimicas
ainda nao foram determinadas, sendo essa falta de conhecimento um perigo iminente
(ROSENFELD; FENG, 2011). Além disso, a remogdao completa ndo pode ser assegurada
pelos métodos de tratamento bioldgicos empregados atualmente em estacdes de tratamento de
esgoto (LA CRUZ et al., 2012).

Todos os fatores mencionados favorecem a entrada desses contaminantes nos
ambientes aquaticos, ¢ dependendo de suas propriedades fisico-quimicas ou se 0s mesmos
estdo disponiveis em sua forma original ou metabolizada, esses compostos podem estar
presentes em sua forma livre, dissolvidos em meio aquoso, ou ainda ligados a matéria
organica particulada em suspensdo, além de apresentarem capacidade de bioacumular em
animais marinhos que posteriormente podem ser consumidos pelo ser humano
(INOSTROZA et al., 2017; TLILI et al., 2012; NEFF et al., 1984). Essa exposi¢do dos
contaminantes emergentes no ambiente aquatico pode causar efeitos adversos na fertilidade,
reproducdo e até mesmo na propria sobrevivéncia dos organismos aquaticos, e, portanto,
podem afetar populagdes e ecossistemas (BOLONG et al., 2009; INOSTROZA et al., 2017).

No caso do ser humano, a principal via de exposi¢do aos contaminantes emergentes
ocorre a partir da ingestao de alimentos ou bebidas contaminados ocasionando bioacumulagdo
e biomagnificacdo (BOLONG ef al., 2009). Além dos animais marinhos que podem ser fonte
de alimento, esses contaminantes também foram encontrados em &4gua de irrigacdo para
culturas e posteriormente, nas proprias plantas alimenticias (A.; LIMA, 2018). Em termos de
saide humana os contaminantes emergentes tendem a afetar principalmente o sistema
endocrino desregulando a producdo hormonal, fato que ocasiona disturbios nos sistemas
reprodutor, neurolégico e imunoldgico, doengas cardiovasculares e até mesmo o
desenvolvimento de cancer (BARRIOS-ESTRADA et al., 2018; SMITAL, 2008; BILA et al.,
2007; BOLONG et al., 2009).
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Sendo assim, ressalta-se que os contaminantes emergentes sao compostos
potencialmente perigosos, mesmo em niveis muito baixos de concentracdo, devido a dois
fatores que sdo a grande influéncia que eles desempenham sobre 6rgdos vivos e sua alta
persisténcia ambiental. Por esse motivo, a investigagdo sobre os contaminantes emergentes
estd em expansao e ¢ incentivada, tanto pela necessidade de progresso em encontrar o método
apropriado para o tratamento de aguas residuais e desenvolvimento de métodos analiticos para
o monitoramento ambiental dessa classe de substancias, bem como pela grande atencao que a
questdo da desregulagdo endocrina tem recebido desde as ultimas décadas (A.; LIMA, 2018;

BOLONG et al., 2009).

2.1.1 Ftalatos

Uma classe de analitos pertencentes ao grupo dos contaminantes emergentes sao 0s
ftalatos, também denominados de ésteres do acido ftalico (acido 1,2-benzenodicarboxilico). A
estrutura molecular geral dos ftalatos, representada na Figura 1, consiste em um anel
benzénico com dois grupos ésteres que podem ou ndo ser iguais (FARAHANI ef al., 2016).
Seus meta-isomeros sdao nomeados de isoftalatos, os para-isdmeros denominados de
tereftalatos, enquanto os orto-isdmeros sao conhecidos pela nomenclatura genérica de ftalatos

(LIANG et al., 2008).

Figura 1. Férmula estrutural geral dos ftalatos, onde R € R’ podem ser dois radicais alquil ou

um radical alquil e outro aril.

OR
OR'

Fonte: FARAHANI et al. (2016).

Os ftalatos sdo amplamente utilizados como plastificantes, com o intuito de melhorar
a flexibilidade, transparéncia, durabilidade e longevidade de polimeros rigidos durante a
producdo comercial de itens plasticos, podendo em alguns casos chegar a representar até 50%

do peso total do item (LAMPEN et al., 2003; FARAHANI et al., 2016; PEIJNENBURG,
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2008). O mais utilizado para essa finalidade ¢ o di-(2-etilhexil) ftalato (DEHP), o principal
plastificante usado na produgao de PVC (policloreto de vinila) por conta do seu baixo custo
(GUO; WU; KANNAN, 2011).

Apesar de 90% da produgao mundial de ftalatos ser empregada como plastificantes,
essa classe de compostos, principalmente os de baixo peso molecular, também sao
amplamente utilizados nos setores de produtos cosméticos e de cuidados pessoais, onde sao
aplicados como intensificadores de penetragdo na pele, agentes antiespumantes, dispersantes,
emulsificantes, emolientes, umectantes e solventes para manter a cor ¢ o perfume em varios
produtos consumiveis, como ¢ o caso do dietilftalato (DEP), dibutil ftalato (DBP) e do
butilbenzil ftalato (BBzP) (PEIJNENBURG, 2008; SIDDIQUE; KUBWABO; HARRIS,
2016; FARAHANI et al., 2016; GUO; WU; KANNAN, 2011; KOO; LEE, 2004). Além
dessas aplicacdes, propriedades dos ftalatos como os seus baixos pontos de fusdo e altos
pontos de ebuligdo também os tornam compostos muito uteis como fluidos de transferéncia de
calor (PEIJNENBURG, 2008).

Estima-se que, desde que foram introduzidos no mercado, hd quase 75 anos, a
producao mundial de ftalatos ¢ de 3,5 milhdes de toneladas/ano e atualmente, mais de 80% de
todos os plastificantes sdo ftalatos (SIDDIQUE; KUBWABO; HARRIS, 2016). Dessa forma,
devido a sua ampla aplicabilidade e volume de produgdo, os ftalatos podem ser encontrados
em diversos produtos tais como tintas, roupas impermedveis, perfumes, esmaltes de unha,
desodorantes, cremes hidratantes, no recobrimento de medicamentos, em brinquedos infantis,
equipamentos médicos e até mesmo na embalagem de alguns produtos alimenticios
(PEIJNENBURG, 2008; BILA et al., 2007, LAMPEN et al., 2003; KOO; LEE, 2004;
ESTILL et al., 2019).

No caso da utilizacdo dessa classe de compostos como plastificantes ¢ comum
facilmente ocorrer sua lixiviagdo, como no caso de embalagens de alimentos em que se
observa a migracdo dos ftalatos para o alimento contido no interior da embalagem, ou ainda, ¢
possivel ocorrer a evaporagdo desses ftalatos para o ar ambiente. Essas formas de liberacao
destes compostos das superficies poliméricas ocorrem pelo fato de que a maioria ndo esta
quimicamente ligada ao polimero, sendo mais provavel especialmente sob condigdes de alta
exposi¢ao superficial e temperaturas quentes, como no caso de materiais de construgdo
externos, nos quais podem se difundir no ar, apesar da pressdo de vapor bastante baixa

(SIDDIQUE; KUBWABO; HARRIS, 2016; LAMPEN et al., 2003; PEIINENBURG, 2008).
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Embora varias forcas atrativas mantenham os ftalatos firmemente dentro da matriz
polimérica, para que a migragdo ocorra a uma taxa baixa, as organizagdes de alguns paises,
como os membros da Unido Européia, preocupam-se com possiveis efeitos adversos em
bebés, e proibiram a utilizagdo dessa classe de compostos em produtos para criancas
(PEIINENBURG, 2008). Isso porque estudos cientificos investigam a hipdtese de que alguns
produtos contendo ftalatos podem afetar a saide se colocados na boca por criancas muito
pequenas, embora alguns autores considerem que os riscos associados a exposicao oral em
produtos infantis ndo foram confirmados (BILA et al., 2007).

Desse modo, evidencia-se que os ftalatos podem atingir o meio ambiente de diversas
formas como no caso de perdas durante os processos de fabricagdo, sendo por emissdes
atmosféricas, efluentes da dgua, residuos solidos e lixiacdo dos produtos finais, conforme
mencionado anteriormente, fazendo com que essas substancias ja tenham sido encontradas em
diversas amostras como chorume de aterros sanitdrios, poeira de residéncias, aguas
superficiais e de subsolo, lodo de esgoto, sedimentos e diversos alimentos, considerando-se
um dos principais contaminantes ambientais de dgua, alimentos e solo (BILA et al., 2007;
PEIJNENBURG, 2008; LAMPEN et al., 2003).

A ingestdo de agua e alimentos contaminados € considerada uma das principais
fontes de exposi¢do do ser humano aos ftalatos, porém, ela também pode ocorrer por inalagao
e exposicdo cutanea, perdurando durante toda a vida do individuo (PEJNENBURG, 2008).
Quando absorvidos pelo organismo humano, seja por qualquer uma das formas citadas, os
ftalatos sdo rapidamente hidrolisados em seus respectivos monoésteres, também conhecidos
como monoftalatos, em uma etapa denominada biotransformacdo de fase I. Essa reacdo de
hidrélise para a geragdo do monoéster de ftalato ¢ catalisada por lipases encontradas
principalmente na saliva e no intestino, consistindo basicamente na conversdo de um dos
grupos ¢€ster presente na molécula para um acido carboxilico. Esses monoftalatos formados
podem também ser sequencialmente modificados via oxidacdo, hidroxilagdo ou hidroélise,
gerando produtos oxidativos e 4cido ftalico. Alguns desses monoftalatos e produtos
oxidativos podem ainda sofrer uma biotransformacao de fase II, na qual reagindo com o acido
glucurdnico formam-se seus respectivos conjugados glucuronicos. Todas essas estapas de
biotransformacao estdo representadas na Figura 2 (SIDDIQUE; KUBWABO; HARRIS, 2016;
VANDENTORREN et al.,2011; WARNER et al., 2019).
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Figura 2. Esquema de biotransformacdo (Fase I e II) dos ftalatos no organismo dos seres

humanos.
10
R
-~
) 0 o OH
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0
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Fonte: Adaptado de WARNER et al. (2019).

Normalmente, essa primeira fase do metabolismo dos ftalatos seria uma forma de
desintoxicacao do corpo humano, porém, estudos in vitro € in vivo demonstram que os ftalatos
tornam-se mais biologicamente ativos quando hidrolisados em seus respectivos monoftalatos,
sendo esses os principais responsaveis por causar efeitos toxicos (FREDERIKSEN;
SKAKKEBAEK; ANDERSSON, 2007; WARNER et al., 2019). Além de essa reagdo ocorrer
facilmente no corpo humano, os fatalatos também sdo hidrolisados em monoftalatos no meio
ambiente, aumentando a exposi¢do aos seus produtos de biotransformacdo mais toxicos e
apesar de possuirem vida curta em sistemas bioldgicos, sua onipresenca em diversos produtos
de consumo e matrizes ambientais provocam diariamente uma exposicdo constante e
inevitavel a esses compostos através de multiplas fontes (WARNER et al. , 2019; BILA et al.,
2007).

Desse modo, uma boa forma de se realizar o monitoramento da exposi¢do aos
ftalatos ¢ através do rastreamento de seus produtos de biotransformagao biologicamente mais
ativos, ou seja, seus respectivos monoftalatos. Para esse estudos foram selecionados quatro
analitos utilizados como biomarcadores dos princiapais ftalatos empregados na industria
atualmente, sendo esses, o monometil ftalato (MMP) que ¢ um marcador da exposi¢do ao
dimetil ftalato (DMP), o monobutil ftalato (MBP) que ¢ um marcador tanto da exposi¢ao
humana ao dibutil ftalato (DBP) quanto ao butil benzil ftalato (BBzP), o monobenzil ftalato

(MBzP) que ¢ um segundo marcador da exposi¢do ao BBzP e o mono-(2-etilhexil) ftalato
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(MEHP) ¢ um marcador da exposi¢do ao di-(2-etilhexil) ftalato (DEHP), conforme
demonstrado na Figura 3 (JONSSON et al.,2005; WARNER et al., 2019). Algumas as

propriedades dos analitos selecionados nesse estudo, juntamente com suas respectivas

estruturas moleculares, estdo contidas na Tabela 1, destacando-se o carater acido e a baixa

polaridade dos monoftalatos selecionados.

Figura 3. Ftalatos e seus respectivos produtos de biotransformagao selecionados para esse

estudo.
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Tabela 1. Estrutura molecular e algumas propriedades fisico-quimicas dos analitos estudados

nesse trabalho.

Analito Nomenclatura IUPAC Estrutura pKa LogP Referéncia
molecular
Monometil ftalato Acido 2-(metoxicarbonil) 2 308 1.13 CHEMSPIDER
OCH b b 9
(MMP) benzoico @itor« ’ 2019
o
) o)
Monobutil ftalato Acido 2-(butoxicarbonil) @;L/OH 3,08 296  CHEMICALIZE,
(MBP) benzoico O 2019
0
Monobenzil ftalato Acido 2-(benziloxicarbonil) 3,08 3,36 CHEMICALIZE,
(MBzP) benzoico 2019

o
Mono-(2-etilhexil)  Acido 2- (2-etilhexoxicarbonil) @8Z\€ACHJ 3,08 4,66 CHEMICALIZE,
ftalato (MEHP) benzoico o et 2019

Estudos indicam que a toxicidade dos ftalatos est4 relacionada com a manifestacao
de efeitos estrogénicos ou antiandrogénicos, também chamados de desreguladores enddcrinos
(JONSSON et al., 2005). A desregulacio enddcrina pode ocorrer pelo aumento ou diminuicio
da producdo de alguns hormonios, interferindo na sinalizagdo hormonal para tecidos
saudaveis ou ainda quando a substancia em questdo perturba o sistema enddcrino seja
imitando, bloqueando ou interferindo na fun¢do do horménio (BARRIOS-ESTRADA et al.,
2018; BOLONG et al., 2009; VANDENTORREN et al.,2011).

Apesar dos ftalatos apresentarem menor poténcia na atividade carcinogénica que os
estrogénios endogenos, essas substancias sdo alvo de preocupagdo em virtude de
apresentarem persisténcia no ambiente, resistirem a degradacdo quimica ou enzimética e
apresentarem capacidade de acumular em tecidos adiposos. Devido a esses fatores, o papel
dos ftalatos no desenvolvimento de canceres dependentes de hormdnios esterdides, como € o
caso do cancer de mama, devem ser considerados (SIDDIQUE; KUBWABO; HARRIS, 2016;
BILA et al., 2007).
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Pesquisas realizadas em animais demonstraram que a exposicdo ao dibutil ftalato
(DBP), butil benzil ftalato (BBzP) e di-(2-etilhexil) ftalato (DEHP) durante o periodo
gestacional, lactacional ou puberatal provoca toxicidade testicular, além de dados sugerirem
que a exposi¢do de ratos adultos a BBzP e DBP ser a causadora de anormalidades hormonais
reprodutivas, atrofia testicular e reducdo da produgio de espermatozdides (JONSSON et al.,
2005). Alguns ftalatos, especialmente DBP, foram identificados também como sendo toxicos
para algumas plantas em areas de ventilagao restrita (PEIJNENBURG, 2008).

Esses estudos in vivo indicam que os ftalatos sdo substincias cancerigenas para
animais ¢ podem causar efeitos como morte fetal, malformacdes, lesdo testicular, lesao
hepatica e principalmente, toxicidade reprodutiva em animais de laboratério, demonstrando
que a exposicdo a esses compostos pode causar toxicidade tanto no periodo de
desenvolvimento do individuo quanto na reprodu¢do, incluindo efeitos como diabetes e
disfuncdo sexual. Reporta-se ainda que a exposi¢do durante o desenvolvimento do feto e nos
primeiros anos de infancia parece ser o periodo de maior sensibilidade aos efeitos nocivos dos
ftalatos (PEIJNENBURG, 2008; VANDENTORREN et al., 2011).

Com base em ensaios e estudos realizados in vitro e in vivo € possivel concluir que a
exposicao do ser humano aos ftalatos possivelmente aumenta o risco de incidéncia de cancer
de mama, prostata e testicular, além de alguns defeitos dos 6rgdos reprodutivos masculinos,
dentre outros sintomas, além do fato de que esses riscos agravam-se com ingestdo continua
dessas substancias (SIDDIQUE; KUBWABO; HARRIS, 2016; JONSSON et al., 2005;
FARAHANI et al.,2016). Tendo em vista essa toxicidade iminente dos ftalatos, varias
agéncias, como a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (EPA), os classificaram
como poluentes prioritarios (FARAHANI et al., 2016). Segundo as legislagdes dos Estados
Unidos, trés ftalatos, o DBP, BBzP e DEHP, estio inseridos na Lista Prioritaria de
Substancias Perigosas de 2005 ¢ o DMP, DBP, e DEHP estao incluidos na lista de 188
poluentes perigosos do ar (EPA, 2007). A Convencao de Oslo e Paris para prote¢do do meio
marinho no Atlantico Nordeste (OSPAR) também incluiu o DBP e o DEHP na lista de
produtos quimicos prioritarios de interesse (PEIJNENBURG, 2008).

Ainda de acordo com a Agéncia de Prote¢do Ambiental dos Estados Unidos
(USEPA) o valor limite preventivo de dose referéncia de ftalatos ¢ de 20 mg/Kg de peso
corporal por dia, enquanto, segundo a Unido Européia a ingestdo diaria toleravel ¢ de 37
mg/Kg de peso corporal (PEIJNENBURG, 2008). Baseando-se nesses niveis de tolerancia e o

fato de que a exposicao humana a essa classe de substancias ocorre de forma constante e
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diaria, o desenvolvimento de métodos para monitoramento da exposi¢do aos ftalatos torna-se
importante, podendo ser realizado através da analise de diversas amostras bioldgicas como
saliva, urina ou o proprio sangue. Devido ao fato dos ftalatos sofrerem hidroélise no organismo
humano, gerando seus respectivos monoftalatos biologicamente mais ativos e rapidamente
excretados dessa forma na urina, esse fluido corporal demonstra-se uma boa alternativa de

amostra adequada para realizar-se a avaliagdo de exposicdo a esses compostos

(VANDENTORREN et al., 2011).

2.2 Preparo de amostras biologicas

A utilizagdo de urina em andlises toxicologicas e de exposicdo apresenta algumas
vantagens frente as demais alternativas de amostras biologicas, como a facilidade e
praticidade envolvidas no processo de coleta das amostras, sendo o unico fluido corporal
humano que pode ser obtido de maneira ndo invasiva e em grandes volumes para andlise. Sob
congelamento, apresenta alta estabilidade, permitindo ser armazenada durante longos periodos
sem que a amostra sofra comprometimento. Os fatores mencionados contribuem para custos
mais baixos de coleta e redu¢do do desconforto do individuo, além de proporcionar aumento
da frequéncia de respostas em estudos de biomonitoramento, visto que, varias amostras
podem facilmente ser obtidas durante diferentes periodos ao longo do dia, favorecendo um
acompanhamento constante (BORDIN ef al, 2015; OLSZOWY; BUSZEWSKI, 2014;
WANG et al., 2018; SAUDE; SYKES, 2007).

Por ser a principal via de eliminagdo de substincias, a urina ¢ geralmente alvo de
investigagcdo de metabolitos ou produtos de biotransformacdo. Pelo fato de ser uma matriz que
fornece a medida da exposi¢do interna do individuo & determinada substancia sem sofrer
alteragdes por transferéncias diretas do meio de exposicdo externo, podendo ocorrer com
amostras bioldgicas ndo convencionais como cabelo e unha, a urina representa uma boa opgao
de matriz para abordagens metabolicas em analises de biomonitoramento, toxicologicas e de
diagnoéstico (BORDIN et al., 2015; LAURIDSEN et al., 2007). A utilizacdo desta matriz
apresenta beneficios por possuir um niimero menor de interferentes em comparagdo a outras
matrizes biologicas como o sangue. Na realidade, a urina consiste basicamente em um
ultrafiltrado do sangue formado pelos rins, composto em cerca de 95% por dgua. Porém,
apesar da grande propor¢do de dgua em sua composicdo, a urina ainda consiste em uma

matriz complexa devido a presenga tanto de substdncias quimicas organicas, como ureia,



31

acido urico e creatinina, quanto de inorganicas, como ions cloreto e sédio, além outras
espécies, justamente por consistir na principal via de eliminacdo de substancias, que variam
de acordo com a dieta e habitos de cada individuo (BORDIN et al., 2015).

A complexidade e presenca de diversas substancias na urina que podem atuar como
interferentes em uma separagdo cromatografica, ou até mesmo causar danos nos
equipamentos cromatograficos, juntamente com o alto conteido de sais inorganicos
dissolvidos, variagdes entre diferentes lotes, as amplas faixas de pH e forga i6nica, que variam
de acordo com o nivel de desidratagdo e dos habitos alimentares do sujeito, tornam a inje¢ao
direta da amostra no equipamento analitico inviavel (MAFRA et al., 2018). Sendo assim, o
preparo de amostras demonstra-se necessario ¢ ¢ uma etapa crucial para analises quimicas e
bioldgicas, principalmente em casos nos quais os analitos se encontram em concentragdes
muito baixas, na ordem pug L' e/ou ng L' (FUMES et al., 2015). O preparo de amostra é uma
das fases que integra o desenvolvimento de um procedimento analitico, que usualmente
ocorre de forma ciclica e ¢ composto basicamente pelas etapas de amostragem,;
armazenamento ¢ transporte da amostra; preparo de amostra; separacao, identificacdo e
quantificagdo; validagdo analitica e por fim avaliacdo estatistica e tomada de decisdes que
levam ao recomego do ciclo (CHEN et al., 2008).

Os principais propdsitos relacionados ao preparo de amostra sdo a pré-concentragdo
do analito a fim de aumentar a sensibilidade, isolar o composto de interesse da matriz,
promovendo a remoc¢ao de componentes presentes na amostra que atuam como interferentes
nas etapas posteriores de separacdo e detec¢do, e adequar os analitos para separagao
instrumental, quando necessario, convertendo-o para sua forma mais detectavel por meio de
derivatizacdo. Atualmente, melhorias nas colunas cromatograficas e na cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC), em geral, muitas vezes tornam procedimentos de derivatizagdo
desnecessarios (CHEN et al, 2008; LAAKS; JOCHMANN; SCHMIDT, 2011;
NOVAKOVA; VLEKOVA, 2009). Sendo assim, a etapa de preparo de amostra visa
minimizar a complexidade da amostra antes da introdugdo no instrumento cromatografico,
facilitando as separacdes dos analitos alvos de outros componentes na coluna analitica, antes
de serem introduzidos no detector (FUMES et al., 2015).Como resultado, além dessa etapa
auxiliar melhorando a separagdo e deteccdo dos analitos, ela também reduz a necessidade e
tempo de manutencdo dos instrumentos e consequentemente, o custo da analise (CHEN et al.,

2008).
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Por muitos anos o preparo de amostras foi considerado menos importante que a
separacao ¢ deteccdo, porém, a medida que a quimica analitica se desenvolveu, essa etapa
gradualmente tornou-se uma parte importante da analise, sendo frequentemente a etapa mais
longa em um procedimento analitico. O preparo de amostra pode ocupar até¢ 80% do tempo de
uma analise e ¢ capaz de afetar quase todas as etapas posteriores do procedimento analitico
sendo, portanto, fundamental para a identificacdo inequivoca, confirmagdo e quantificacdo
dos analitos (LAAKS; JOCHMANN; SCHMIDT, 2011; CHEN et al., 2008; NOVAKOVA;
VLEKOVA, 2009). Desde o procedimento de amostragem até a anélise dos dados, todas as
etapas podem apresentar erros que comprometam a qualidade do resultado analitico final,
porém, o preparo da amostra ¢ a que apresenta maior probabilidade de causar problemas e
dificuldades, como gerar erros na quantificacdo devido a perda de analito, provocando baixa
reprodutibilidade e baixos rendimentos de extragdo, consumo de tempo, custo € contaminagao
dos equipamentos (FUMES et al., 2015; PATTERSON et al., 2013).

A selecdo da técnica de preparo de amostra mais adequada ¢ o principal fator para se
obter resultados confidveis e exatos. Tal escolha depende de diversos fatores como, das
caracteristicas tanto dos analitos envolvidos no procedimento quanto da matriz em que se
encontram, e da interacdo analito-matriz, demandando uma otimizacdo adequada dos
parametros que exercem influéncia sob essa interacdo, com a finalidade de se atingir a
eficiéncia de extracdo maxima do método utilizado (PATTERSON et al., 2013; BORDIN et
al., 2015; JARDIM, 2010). Com rela¢do a matriz, devem ser levados em consideragdao o seu
estado fisico, o volume de amostra disponivel, os conteudos de matéria organica e o pH.
Quanto aos analitos, devem ser avaliadas suas propriedades fisicas e quimicas como massa
molar, carga elétrica, polaridade, volatilidade, pKa, as propriedades que permitam a sua
deteccao e suas concentragdes na matriz (JARDIM, 2010). Muitos protocolos de preparo de
amostras em métodos bioanaliticos ainda sdo baseados em técnicas classicas simples, como
extracdo liquido-liquido (LLE, do inglés Liquid-liquid extraction) e extragdo em fase solida
(SPE, do inglés Solid phase extraction) (LAAKS; JOCHMANN; SCHMIDT, 2011;
NOVAKOVA; VLEKOVA, 2009).

A extracdo liquido-liquido (LLE) foi uma das primeiras técnicas desenvolvidas de
preparo de amostras e continua sendo amplamente utilizada na anélise bioldgica de amostras
até os dias atuais. A LLE baseia-se na transferéncia dos analitos de interesse de uma matriz
liquida para outra fase liquida imiscivel através da diferenca de solubilidade do analito nas

duas fases. A forma mais classica da LLE ¢ realizada manualmente em funil de separagdo
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para a extracdo de analitos de uma amostra bioldgica ou ambiental aquosa, utilizando um
solvente organico apolar ou pouco polar. Uma agitagdo branda ¢ realizada para promover a
mistura das fases, que, apds um periodo de repouso, se separam novamente, ¢ a fase organica
passa a conter uma porcao dos analitos com base no coeficiente de parti¢ao octanol-agua. No
entanto, alguns fatores como, a formagdo de emulsdes, necessidade de repeticio do
procedimento de extra¢ao para enriquecimento suficiente, utilizagdo de grandes volumes tanto
de amostra quanto de solventes organicos toxicos que, consequentemente, geram grandes
volumes de residuos, tornam a LLE uma técnica de preparo de amostras cara, demorada e
prejudicial ao meio ambiente (CHEN et al., 2008; NOVAKOVA; VLEKOVA, 2009).

A extracdo em fase solida (SPE) foi desenvolvida em 1976 com o intuito de superar
as desvantagens apresentadas pela LLE e atualmente consiste no método mais popular de
preparo de amostra, sendo amplamente aplicada em andlises de rotina. Existem diversas
vantagens de se utilizar a SPE em comparagdo a LLE cléssica, uma delas estd no menor
consumo de solventes organicos e consequentemente, geragdo de volumes reduzidos de
residuos toxicos. No entanto, ainda esta distante de ser considerada uma técnica de extragao
verde. Alguns outros beneficios da técnica sdo ndo ocorréncia de emulsdes, menor tempo de
preparo, facilidade de automagdo do método, altas porcentagens de recuperagdo do analito,
boa capacidade para aumentar seletivamente e pré-concentragdo do analito, além da
disponibilidade comercial de muitos equipamentos e materiais sorventes para SPE
(NOVAKOVA; VLEKOVA, 2009; JARDIM, 2010; FUMES et al., 2015).

A SPE ¢ usada principalmente no preparo de amostras liquidas para extracdo de
analitos semi-volateis ou ndo volateis, mas também pode ser aplicada para solidos pré-
extraidos em solventes. O principio da técnica consiste no particionamento dos analitos a
serem extraidos entre o material sorvente, que € a fase so6lida, e uma fase liquida, que ¢ a
amostra. Esses analitos devem ter maior afinidade pela fase solida do que pela matriz da
amostra. Os sorventes, ou fases extratoras, empregados nessa técnica sdo similares aos
utilizados em cromatografia liquida em coluna, consequentemente, os mecanismos de
separacao também sdo similares. Adsorcao, parti¢do, troca idnica e exclusido sao os principais
mecanismos de interagdo envolvidos, associados a processos quimicos, fisicos € mecanicos
que atuam durante a separacao (NOVAKOVA; VLEKOVA, 2009; JARDIM, 2010).

A SPE classica ¢ realizada em cartuchos compostos por um material sorvente
acondicionado em seringas de polipropileno. Os formatos mais populares possuem capacidade

de 3 e 5 mL contendo em seu interior 500 mg do material sorvente. Entretanto, atualmente
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existe uma tendéncia para o desenvolvimento de novos formatos e tamanhos que demandem
menores volumes de solvente e massas de fase extratora, como ¢ o caso de seringas de 1 mL
com 100 mg de sorvente que esta se tornando popular. Alguns fabricantes também
introduziram no mercado cartuchos ainda menores, contendo 10, 25 e 50 mg de sorvente
(MAJORS, 2001). A Figura 4 apresenta alguns exemplos de cartuchos utilizados na SPE

disponiveis comercialmente.

Figura 4. Exemplos de cartuchos para SPE disponiveis comercialmente.

Fonte: MACHEREY-NAGEL (2020).

Os principais procedimentos da SPE, divididos em 4, conforme demonstrado na
Figura 5, consistem em: (1) condicionamento do da fase sorvente com solvente adequado; (2)
introducdo da amostra para que ocorra a retencdo dos analistos; (3) limpeza do extrato com
solvente adequando para retirada de possiveis interferentes retidos, etapa conhecida como
lavagem com solvente ou clean-up e por fim, (4) elui¢do dos analitos com outro solvente

adequado (JARDIM, 2010).



Figura 5. Etapas envolvidas no preparo de amostra por SPE.
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Fonte: Adaptado de JARDIM (2010).

Os cartuchos de SPE convencionais sdo facilmente manipulados utilizando véacuo, no
entanto, existe uma dificuldade de se controlar a vazao, além de ser necessario cuidado para
impedir que a coluna seque antes da aplicacdo da amostra. Outra desvantagem da técnica € o
consumo de tempo ainda considerado longo, uso de uma quantidade relativamente grande de
solvente organico, alto custo, pois os cartuchos de SPE sao fabricados apenas para uso tnico,
além da baixa reprodutibilidade algumas vezes observada entre diferentes lotes de cartuchos
comerciais e eventualmente, a dificuldade em selecionar o sorvente adequado para a aplicagao
desejada (NOVAKOVA; VLEKOVA, 2009).

Apesar das vantagens obtidas com a SPE em relacio a LLE, abordagens
convencionais de preparo de amostras ainda exigem muito consumo de tempo, grandes
volumes de amostra e solventes, além de muitas vezes demandarem de extragdes repetidas
para enriquecimento suficiente do extrato e etapas de concentragdo por evaporagdo ou
destilacdo, consistindo em muitas etapas que as tornam laboriosas e propensas a perdas de
analitos. Além dessas desvantagens, existe ainda o interesse econdmico, visto que, 0s
solventes organicos de alta pureza utilizados nessas técnicas sdo caros, geralmente toxicos e
prejudiciais ao meio ambiente e quantidades substanciais de residuos de solventes devem ser

manuseadas (NOVAKOVA; VLEKOVA, 2009; LAAKS; JOCHMANN; SCHMIDT, 2011).
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Esses fatores combinados com o aumento da sensibilidade dos instrumentos
analiticos estimularam um avanco das técnicas de preparo de amostra, permitindo o uso de
menores quantidades de amostra. Consequentemente, a massa de fase extratora necessaria, o
volume de solvente utilizado e de residos gerados, bem como o tempo de anélise requerido
também sao reduzidos (N OVAKOVA; VLEKOVA, 2009; FUMES et al., 2015). Desse modo,
as tendéncias atuais das técnicas de preparo de amostra sdo a miniaturizagdo, simplificagdo
dos processos, reducao do custo, automagdo e obtengdo de uma melhor capacidade de
extragcdo dos analitos aumentando a seletividade, recuperagao, reprodutibilidade e linearidade
do método (CHEN et al., 2008; LAAKS; JOCHMANN; SCHMIDT, 2011; SZULTKA et al.,
2014; BORDIN et al., 2015). As técnicas de microextracdo representam, por esse motivo,
uma parte importante do preparo de amostras moderno, e apesar de serem muito diversas,
todas compartilham uma caracteristica comum que ¢ o fato da quantidade da fase de extratora
ser pequena em comparacao com o volume da amostra (LAAKS; JOCHMANN; SCHMIDT,
2011). Dentre as diversas microtécnicas disponiveis atualmente as baseadas no uso de
materiais sorventes sdo de longe as mais utilizadas, como ¢ o caso da técnica de extragdo em

ponteiras descartaveis (DPX) (FUMES et al., 2015).

2.3 Extraciao em ponteira descartavel

A técnica de extragdo em ponteiras descartaveis, (DPX, do inglés Disposable pipette
extraction) foi desenvolvida no ano de 2003 pelo Dr. William Brewer da Universidade da
Carolina do Sul, EUA, sob o numero de patente US6566145 B2 (BREWER, 2003). A técnica
pode ser considerada uma variante da SPE e da extracdo em fase solida dispersiva (D-SPE, do
inglés Dispersive solid phase extraction), uma importante etapa do método QUEChERS (do
inglés Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, Safe). A vantagem da DPX frente as essas
técnicas esta na utilizagdo de menor massa de fase extratora, redu¢do no consumo de
solventes e a promocdo de uma rdpida extracdo dos analitos em solugdes, além de dispensar a
utilizacdo de vacuo, empregando ponteiras descartaveis em vez de cartuchos ou tubos de
ensaio. Diferente da D-SPE, que ¢ utilizada apenas na sor¢ao de interferentes do método
QuEChERS, a DPX permite a sor¢cdo e dessorcdo dos analitos (PINTO; QUEIROZ, 2015).
Outra vantagem da técnica de DPX ¢ a mobilidade das particulas da fase extratora que

permite uma rapida mistura e equilibrio com a amostra durante a agitagcdo. Desse modo, o
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analito pode ser extraido em menos tempo e dessorvido com menos solvente, removendo a
necessidade de uma etapa de concentragcdo separada (BREWER, 2003).

A técnica consiste basicamente em uma ponteira de pipeta padrao, usualmente de 1
ou 5mL, contendo dois filtros, um posicionado na parte superior e outro na parte inferior da
ponteira, entre os quais a fase extratora ¢ mantida. O filtro inferior tem como finalidade
proporcionar uma barreira permeavel que permita a passagem livre dos fluidos em qualquer
direcdo, porém, reter a fase extratora. O filtro superior impede a passagem de qualquer
material solido ou fluido para o interior do micropipetador, evitando a contaminagdo e perda
do material sorvente por retengdo. A ponteira de DPX ¢ facilmente acoplada a um
micropipetador ou seringa, conforme demonstrado na Figura 6, para realizagdo do
procedimento (PINTO; QUEIROZ, 2015; CORAZZA et al., 2017). O contato maximo ¢ a
mistura completa entre a fase extratora e a amostra sao realizados sob agitacdo manual ou por
vortex, vertendo o conteudo repetidamente, ou, a forma mais comum, aspirando ar para o
interior da pipeta. Essa mistura dinamica entre a amostra e o material sorvente promove um
rapido equilibrio entra as fases e consequentemente, uma adsor¢do eficiente ¢ rapida do

analito (BREWER, 2003; MAFRA et al., 2018).

Figura 6. Esquema da extra¢ao manual por DPX.

Micropipetador
ou seringa <——

Ponteira de
DPX =<——

Fonte: Autoria prépria.
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O procedimento padrdo da técnica de DPX, representado pela Figura 7, ¢ baseado
nos mesmos principios além de possuir algumas etapas semelhantes & SPE tradicional,
consistindo em 4 etapas basicas denominadas de condicionamento, extracdo, lavagem ou
clean-up e por fim, dessor¢ao (BORDIN et al., 2016).

Primeiramente ¢ realizado o condicionamento da fase extratora através da aspiragdo
de solvente apropriado, ou uma combinacao de solventes, juntamente com ar para aumentar a
area de contato do material com o solvente. Esse procedimento ¢ realizado para ativar os
sitios de ligagdes do material sorvente, permitindo a interagdo molecular apropriada entre a
fase extratora e o analito presente na amostra. Apds o solvente de condicionamento ser
expelido da ponteira, o material esta apto para a extragdo dos analitos (PINTO et al., 2015;
BORDIN et al., 2016; CORAZZA et al., 2017).

A etapa de extragdo ¢ realizada através da aspiracdo da amostra juntamente com ar
para o interior da ponteira. Esse procedimento ¢ necessario para que se promova uma mistura
dindmica entre o sorvente e a amostra, gerando um equilibrio de sorcdo, responséavel pela
extracdo dos analitos de interesse, antes contidos na matriz. Em sequéncia, a amostra ¢
descartada do interior da ponteira, que encontra-se apta para a realizagdo dos demais
procedimentos (PINTO et al., 2015; BORDIN et al., 2016; CORAZZA et al.,2017).

A etapa de lavagem (clean-up) consiste em um procedimento opcional realizando
entre a extracdo e dessor¢do, com o intuito de remover possiveis interferentes presentes na
amostra. Essa lavagem ocorre através da aspiragdo de um ou mais solventes apropriados
juntamente com ar, que posteriormente sdo descartados. A selecdao desse solvente para a etapa
de limpeza ¢ realizada considerando a interagcdo quimica estabelecida entre sorvente e analito
e a estrutura quimica dos provaveis interferentes da matriz (PINTO et al., 2015; BORDIN et
al.,2016; CORAZZA et al., 2017).

Por fim, a tltima etapa ¢ a eluicdo dos analitos alvo, realizada através da aspiracao de
um solvente ou mistura de solventes, utilizado para romper a interacdo sorvente-analito. O
analito dessorve da fase extratora e migra para o solvente de elui¢do. O solvente utilizado
nessa fase deve ser escolhido de acordo com o tipo e a natureza quimica do analito e do
sorvente. ApoOs esse procedimento o extrato obtido pode ser injetado diretamente no
instrumento analitico ou evaporado e reconstituido para posterior andlise utilizando uma
técnica analitica adequada, com o intuito de alcancar uma maior detectabilidade analitica

(PINTO et al., 2015; BORDIN et al., 2016; CORAZZA et al., 2017).
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Figura 7. Etapas do procedimento de extragao utilizando a técnica de DPX.

Condicionamento
Aspiracdo da amostra
Descarte da amostra
Lavagem ou clean-up

Elui¢ao

~ Amostra = Extrato

Fonte: Adaptado de GUAN et al. (2009).

O ato de succao de uma fase liquida juntamente com ar para o interior da ponteira de
DPX, seguido da expulsdo desse liquido, ¢ denominado de “ciclo”. A aspiragdo de ar durante
esse processo € importante para garantir a distribuicdo do sorvente no interior da ponteira e
permite a mistura dindmica com o solvente, levando a um répido equilibrio entre as fases
(BORDIN et al., 2016). Por se tratar de uma fase solida dispersa, a fase extratora permite uma
boa area de contato e consequetemente uma extracdo eficiente. Outra vantagem da técnica € a
possibilidade de utilizarem-se fases extratoras alternativas, como os biossorventes, ampliando
a aplicabilidade da técnica (MAFRA et al., 2018).

A primeira ponteira de DPX disponivel comercialmente foi fundamentada na
cromatografia cldssica, composta por particulas C18, incorporadas com polimeros, como fase
extratora. Desde entdo, similar ao que ocorreu com os cartuchos SPE tradicionais, novas
ponteiras contendo diferentes materiais sorventes com mecanismos de intera¢do distintos e
especificos para cada grupo de analitos, como hidrofobico, troca idnica e afinidade, foram
introduzidas no mercado conforme apresentado na Tabela 2 (PINTO et al., 2015; CHAVES et
al., 2015). Apesar de as ponteiras de DPX disponiveis comercialmente possuirem poucas
opgoes de fases extratoras aplicadas principalmente na extracdo de compostos nao polares e

medicamentos acidos e bdasicos, além de procedimentos de limpeza, a comercializacdo da
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DPX-Blank permite o desenvolvimento de materiais alternativos mais seletivos como fase

sorvente sendo, por exemplo, para analitos polares (CORAZZA et al., 2017).

Tabela 2. Ponteiras de DPX contendo diferentes fases extratoras disponiveis comercialmente

com suas respectivas aplicagdes.

Tipo de ponteira

Tipo de fase extratora

Aplicacao

DPX-C18 C18 (20% de silica gel)
DPX-RP Estireno-divinilbenzeno
DPX-CX Grupos acido sulfénico
DPX-WAX Grupos poliamino
DPX-WCX Grupos policarboxilato
DPX-Si Silica gel
DPX-SC Vazia ou com areia
(lavada com 4cido)
DPX-Blank Vazia

Remocao de interferentes presentes na

matriz

Adsorcao de compostos apolares e pouco

polares. (Ex.: pesticidas)

Adsor¢ao de compostos basicos

(Ex.: drogas de carater basico)

Interagao com compostos acidos

(Ex.: drogas e metabolitos)

Adsorg¢ao de compostos basicos

(Ex: especialmente aminoglicosideos)
Limpeza (clean-up) de amostras ambientais

Coleta de amostras solidas

Desenvolvimento de métodos

Fonte: Adaptado de PINTO et al. (2015).

Com base nas propriedades dos analitos selecionados para esse estudo juntamente

com o resultado de alguns testes qualitativos realizados, a ponteira utilizada para o

desenvolvimento do método foi a do tipo DPX-RP, cuja fase extratora contida no interior da

ponteira, de acordo com a Tabela 2, consiste em estireno-divinilbenzeno, um copolimero com

caracteristicas hidrofobicas que desempenha mecanismos de fase reversa, portanto, essa ¢ a

razao da sigla RP (do inglés Reverse phase) (GUAN et al., 2010).
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Figura 8. Estrutura polimérica do estireno-divinilbenzeno, utilizado como sorvente na

ponteira de DPX-RP.

Fonte: SIGMA-ALDRICH (2020).

O mecanismo de retencdo exercido pelo estireno-divinilbenzeno contido nas
ponteiras de DPX-RP ¢ baseado em interagdes hidrofobicas, semelhantes as observadas em
colunas de fase reversa para HPLC, e interagdes m-m com os ané€is aromaticos presentes em
sua estrutura, conforme representado na Figura 8. Em virtude da sua natureza hidrofobica, o
sorvente interage com os analitos através das for¢as de Van der Waals, e a presenga de anéis
aromaticos nas estruturas dos monoftalatos aumentam a retengcdo desses compostos na fase
extratora através da realizacdo deinteragdes m-m com o material sorvente (GUAN et al., 2010;
RAHMAN et al., 2017).

A técnica de DPX ¢ muito utilizada em procedimentos de limpeza, entretanto, na
area de preparo de amostras, também vem sendo aplicada em analises forenses, ambientais, de
residuos alimentares na extracao de compostos ndo polares e medicamentos acidos e basicos.
O emprego da técnica como preparo de amostra vem crescendo devido as suas grandes
vantagens mencionadas que explicam a sua aplicagdo para a determinacdo de diferentes
analitos, especialmente pesticidas na drea ambiental e drogas de abuso, nas andlises forenses.
Os métodos reportados na literatura empregando a técnica DPX, associada as técnicas
analiticas como GC, HPLC, LC-MS/MS e GC-MS comprovam a seletividade, alta
detectabilidade analitica e linearidade adequada para andlises de amostras biologicas e

ambientais (PINTO et al., 2015; BORDIN et al., 2016; CORAZZA et al., 2017). A Tabela 3
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apresenta alguns exemplos de métodos reportados na literatura utilizando DPX como técnica

de preparo de amostra nos ultimos anos.

Tabela 3. Trabalhos reportados na literatura utilizando a técnica de DPX no preparo de

amostra.
Analito Matriz Técnica Tipo de material Referéncia
analitica sorvente
Pesticidas Frutas e GC-ECD DPX-RP GUAN et al.,
vegetais 2010.
Cocaina e Meconio GC-MS DPX-CX BORDIN et al.,
nicotina 2014.
Farmacos Plasma LC-MS/MS C18 com albumina de PINTO et al.,
sanguineo soro bovino 2017.
Creatinina Urina LC-UV DPX-RP e DPX-C18 FERNANDES
etal.,2018.
Desreguladores  Agua de rio HPLC-FLD  Cloreto de 3- n- propil ~ CORAZZA et
endocrinos (3-metilpiridinio) al., 2017.
fendlicos silsesquioxano
(Si3Py'CI)
Farmacos Urina HPLC-DAD Cortica MAFRA et al.,
2018.
Pesticidas Agua potavel HPLC-DAD DPX-WAX CORAZZA et
al., 2019.
Contaminantes Sedimentos GC-MS DPX-Si MORELLI et
fecais al., 2020.

Através da Tabela 3 ¢ possivel perceber que existe uma ampla aplicabilidade para a

técnica de DPX, sendo possivel utilizd-la em uma variedade de matrizes para a analise de

diversos compostos e¢ a possibilidade de utilizagdo de materiais alternativos como fase
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extratora, amplificando ainda mais seu campo de aplicacdo (PINTO et al., 2015; MAFRA et
al., 2018). Porém, até o momento, ndo foram reportados na literatura trabalhos que se propoe
a determinar produtos de biodegradagao dos ftalatos empregando como preparo de amostra a
técnica de DPX. A maioria dos métodos desenvolvidos recentemente utiliza técnicas como
DLLME e HF-LPME, que além dos procedimentos padrdes das técnicas, também envolvem
etapas de derivatizacdao e hidrélise, fazendo com que o tempo total de preparo da amostra
chegue a até mais de 2 horas (FERNANDEZ et al., 2017, CERQUEIRA, 2018; YE et al.,
2020). Tendo isso em vista, o presente trabalho propde desenvolver um método mais rapido e

simples para a determinag¢do dos monoftalatos em amostras de urina.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Desenvolver e aplicar um método analitico eficiente para determinacdo de
monometil ftalato (MMP), monobutil ftalato (MBP), monobenzil ftalato (MBzP) e mono(-2-
etilhexil) ftalato (MEHP) em amostras de urina utilizando a técnica de extragdo em ponteira
descartavel (DPX) com a separagdo e deteccao dos analitos por cromatografia liquida de alta

eficiéncia acoplada a um detector de arranjo de diodos (HPLC - DAD).

3.2 Objetivos especificos

e Otimizacao da separagdo e detec¢do dos analitos com um gradiente de solvente no HPLC-

DAD.
e Otimizacdo os parametros da técnica de DPX divididos em:

e Numero de ciclos, tipo ou mistura e volume de solvente para a etapa de dessor¢ao;

Numero de ciclos de lavagem do extrato;

Volume da amostra e numero de ciclos para a etapa de extracdo;

Grau de dilui¢do e pH da amostra;

Otimizacao da etapa de limpeza entre cada experimento.

e Determinacdo dos pardmetros analiticos de mérito do método desenvolvido tais como:
limite de quantificagdo (LOQ), limite de deteccdo (LOD), faixa linear de trabalho e

coeficiente de correlagdo linear (R).

e Determinacdo da exatiddo do método através das recuperagdes relativas dos analitos e a

precisdo por meio de ensaios intradia e interdia.
e Avalia¢do da robustez do método através do teste de Youden e andlise do grafico de Lenth.

e Aplica¢do do método desenvolvido em amostras de urina de voluntarios.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Materiais e reagentes

Para o desenvolvimento do método proposto foram utilizados os padrdes monometil
ftalato (MMP), monobutil ftalato (MBP), monobenzil ftalato (MBzP) e mono-(2-etilhexil)
ftalato (MEHP) (97%), todos adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Uma
solucao de trabalho foi preparada com uma mistura de cada analito em concentra¢ao de 10 mg
L' em acetonitrila (ACN) e utilizada durante a otimiza¢do da dilui¢do da urina e construgio
das curvas de calibragdo. Outra solugdo trabalho contendo apenas os analitos MMP, MBP e
MBzP em concentragio de 10 mg L' foi utilizada nas demais etapas de otimizagio do
método. A acetonitrila (ACN) de grau cromatogréfico (99,9%) e o metanol (MeOH) (99,95%)
foram adquiridos da J.T. Baker (Mallinckrodt, NJ, EUA), o acido orto-fosforico (85%) da
Neon e a agua ultrapura foi obtida a partir de um sistema de purificagdo de agua (Mega
Purity, Billerica, EUA). Para o controle de pH das amostras utilizou-se acido cloridrico (HCI)
adquirido na Qhemis e hidroxido de sodio (NaOH) da Mallinckrodt. As extracdes foram
realizadas com ponteiras descartaveis de 1 mL do tipo DPX-RP 20 mg (DPX Labs, Columbia,
SC, EUA) em pocgos de polipropileno de 2 mL e a dessor¢ao foi realizada em frascos de vidro

de 1 mL. Para etapa de centrifuga¢do foi utilizada uma centrifuga da Centribio.

4.2 Amostras de urina

A utilizacdo da amostra biolodgica urina para o desenvolvimento desse estudo foi
aprovada pelo Comité de Etica da Universidade Federal de Santa Catarina com o niimero
00913718.3.0000.0121. Para a realizagcdo de todos os ensaios foram empregadas amostras de
urina de diferentes voluntarios coletadas em fracos de vidro ambar de 40 mL e mantidas sob
refrigeragdo até o momento de sua manipulacdo. As amostras foram utilizadas em temperatura
ambiente com a adicdo direta dos analitos. O pH das amostras foi ajustado, inicialmente com
o valor fixado em 3,0 e posteriormente otimizado. Sequencialmente foi realizada uma etapa
de centrifugac¢do a 3000 rpm durante 5 minutos, com o intuito de promover uma separagao de
sedimentos, como células ou tecidos fragmentados, materiais sélidos suspensos e parte das

proteinas presentes nas amostras (OLSZOWY; BUSZEWSKI, 2014).
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4.3 Instrumentacio cromatografica

As analises foram desenvolvidas em um cromatografo liquido de alta eficiéncia,
modelo LC 20 AT da Shimadzu (Kyoto, Japao), equipado com um detector de arranjo de
diodos, modelo SPD-M20A, com loop de 20 pL e injetor manual Rheodyne 77251 (Rohnert
Park, CA, EUA). Uma coluna de fase reversa C18 (250 mm de comprimento x 4,6 mm de
diametro interno e didmetro de particula de 5 um) da Phenomenex (EUA) foi empregada para
as separagdes cromatograficas. O fluxo de fase movel foi de 1 mL min™! empregado no modo
gradiente, utilizando acetonitrila com 0,05% de 4cido orto-fosforico (A) e 4gua ultrapura com
0,05% de acido orto-fosfoérico (B) nas seguintes condig¢des: 65% da fase movel B de 0,00 a
3,00 minutos; de 3,00 a 11,50 minutos a fase movel B foi reduzida para 20%; de 11,50 a
12,00 minutos a fase mével B foi reduzida para 0% e esta composi¢do foi mantida de 12 a
14,70 minutos; de 14,70 a 15 minutos a fase mével B foi elevada para 65% e por fim, de 15 a
20 minutos a condig¢do inicial foi retomada, conforme registrado na Tabela 4. O comprimento
de onda usado para as detec¢des foi ajustado em 210 nm para todos os quatro analitos. O
software do LC solution (Shimadzu, Kyoto, Japao) foi utilizado para avaliar os dados obtidos.
Uma microsseringa Hamilton (Reno, Nevada, EUA) de 100 puL foi utilizada para injecao

manual no cromatografo.

Tabela 4. Gradiente otimizado para realizar a separacdo cromatografica dos quatro
monoftalatos estudados.

Canal A (%) Canal B (%) Tempo (min)

35 65 0,01
35 65 3,00
80 20 10,00
100 0 11,00
100 0 14,00
35 65 15,00

35 65 20,00




47

4.4 Otimizacoes da técnica de extracio em ponteiras descartaveis
4.4.1 Condicoes fixadas inicialmente

Todas as otimizagdes foram realizadas com amostras de urina contendo 300 pg L'
dos analitos, com exce¢do do teste de diluicdo em que essas concentragdes variaram antes da
amostra ser submetida a dilui¢do. Os ensaios foram realizados utilizando novas aliquotas para
os ciclos das etapas de condicionamento, extragdo e¢ limpeza da fase extratora € uma mesma
aliquota para os ciclos de dessor¢do. O condicionamento das ponteiras foi realizado com 2
ciclos de 300 uL de metanol. Inicialmente, para a etapa de extracdo, o volume de amostra foi
mantido em 700 pL. com 5 ciclos de extragdo, seguido de 5 ciclos de lavagem do extrato com
300 pL de 4gua ultrapura. A etapa de dessor¢do foi realizada com 5 ciclos de 300 pL de
solvente ACN:MeOH 50:50 (v/v) e por fim, a ponteira foi submetida a uma etapa de limpeza
com 4 ciclos de 300 puL de acetonitrila. Porém, alguns desses parametros foram selecionados

para o estudo e otimizados, portanto, algumas condi¢des foram alteradas ao longo do trabalho.

4.4.2 Otimizacao do numero de ciclos de lavagem do extrato

Devido a elevada concentragdo de impurezas presentes em amostras de urina,
algumas podem permanecer no extrato. Com a finalidade de eliminar esse problema, foi
proposto e otimizado uma etapa opcional dos procedimentos tradicionais de DPX que consiste
na lavagem do extrato. Por se tratar de uma amostra aquosa, foi selecionado como solvente
para essa etapa a agua ultrapura, e com o intuito de observar a influéncia dessa limpeza na
qualidade dos resultados, realizou-se uma otimizagao univariada, em triplicata, dos ciclos de

lavagem variando entre 2, 5 e 8 ciclos.

4.4.3 Otimizacao do solvente de dessorc¢ao

A seleg¢ao do melhor solvente, ou melhor propor¢ao entre uma mistura de solventes,
foi obtida por meio de um planejamento simplex lattice, totalizando 9 experimentos. Foram
avaliados como solventes, o metanol, acetonitrila e dgua ultrapura em pH 8,0; sendo as

proporcoes estudadas entre eles apresentadas na Tabela 5.
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Tabela 5. Razio entre os solventes de dessor¢ao para o planejamento de superficie triangular

(pontos 5, 7 € 9 como centrais).

Experimento  Agua ultrapura (%) Metanol (%) Acetonitrila (%)

1 100 0 0
2 0 50 50
3 0 100 0
4 0 0 100
5(C) 333 33,3 33,3
6 50 50 0
7(C) 33,3 33,3 33,3
8 50 0 50
9(C) 333 33,3 33,3

4.4.4 Otimizacao do numero de ciclos e volume de solvente de dessorc¢ao

Para a otimizagdo completa da etapa de dessor¢do foram realizados nove
experimentos a partir de um planejamento Doehlert, no qual o nimero de ciclos de dessor¢ao
foi variado na faixa de 1 a 9 ciclos e o volume de solvente selecionado de acordo com a

otimizacdo anterior foi variado de 150 a 300 pL, conforme demonstrado na Tabela 6.

Tabela 6. Planejamento Doehlert para otimiza¢cdo do niimero de ciclos e volume de solvente

da etapa de dessorc¢ao (pontos 3, 6 e 9 centrais).

Experimento Numero de ciclos Volume de solvente (uL)
1 1 225
2 3 150
30 5 225
4 7 150
5 9 225
6 (C) 5 225
7 7 300
8 3 300
9(©) 5 225
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4.4.5 Otimizacio do numero de ciclos e volume de amostra na etapa de extracio

Na etapa de extragdo foram selecionados o volume de amostra e nimero de ciclos
como parametros para determinar as melhores condigdes de extragdo. Foi utilizado o
planejamento Doehlert, no qual, o nimero de ciclos de extragdo foi avaliado entre 3 a7 e o

volume de amostra foi variado entre 300 a 700 pL, conforme mostrado na Tabela 7.

Tabela 7. Planejamento Doehlert para otimiza¢ao do nimero de ciclos e volume de amostra

da etapa de extracao (pontos 3, 6 ¢ 9 centrais).

Experimento Nuamero de ciclos Volume de amostra (uL)
1 3 500
2 4 300
30 5 500
4 6 700
5 7 500
6 (0 5 500
7 6 300
8 4 700
9O 5 500

4.4.6 Otimizacao do pH da amostra

Tendo em vista que os analitos interagem melhor com a fase extratora quando estdo
em sua forma molecular, além do fato de que amostras de urina tém propriedades variaveis de
acordo com o individuo e outros fatores como metabolismo e dieta, uma forma de padronizar
essas amostras foi proposta a partir do controle do pH. Sendo assim, foi realizada uma
otimiza¢do de forma univariada, em triplicata, do pH da amostra, variando esse parametro em
2,0; 3,0 e 4,0. Esses valores foram selecionados por estarem em torno do pKa dos analitos que

¢ de 3,08 além de estarem dentro da faixa suportada pela coluna utilizada.
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4.4.7 Otimizacio da etapa de limpeza

Entre duas extragdes utilizando uma mesma ponteira de DPX ¢ importante garantir
uma limpeza adequada da fase extratora para que se fornegam as mesmas condigdes iniciais
para todas as extragdes realizadas. Desse modo, a etapa de limpeza foi otimizada de forma
univariada, em triplicata, variando-se o numero de ciclos de limpeza entre 1 e 6 ciclos,
utilizando 300 puL do solvente que forneceu melhor resposta na etapa de otimizagdo do

solvente de dessorc¢ao.

4.4.8 Otimizacao do grau de diluicio da amostra

Com o intuito de mitigar o efeito de matriz e a presenca de interferentes no extrato,
foi realizada a andlise da influéncia do grau de diluicdo da urina sobre o método. Para esse
estudo, a diluicdo da amostra foi otimizada de forma univariada, em triplicata, variando o
fator de diluigdo entre 5, 10 e 20 vezes, resultando em uma concentragio final de 200 pg L

de todos analitos, totalizando 9 experimentos.

4.5 Validacao do método desenvolvido
4.5.1 Parametros analiticos de mérito

Os parametros analiticos de mérito do método proposto foram obtidos por meio de
curvas de calibragdo para cada um dos quatro analitos na matriz urina, utilizando-se todas as
condi¢des anteriormente otimizadas da etapa de preparo de amostra. As curvas de calibragao
foram contituidas com amostras de urina diluidas em um fator de 10 vezes, fortificadas em 5
niveis de concentragdo, cada nivel realizado em triplicata. Por meio das curvas de calibracao
obtiveram-se os outros parametros de mérito: faixa linear de trabalho, coeficiente de
correlagdo linear (R), limite de deteccao (LOD) e limite de quatificagdo (LOQ). Os valores de
LOQ foram definidos como, o primeiro ponto da faixa linear das curvas de calibra¢ao de cada
analito, enquanto os LOD foram definidos como os respectivos valores de LOQ de cada
analito dividido por 3,3. Para os valores de LOQ foram aceitos apenas os resultados obtidos
em triplicata que apresentaram desvio padrao relativo (RSD) inferior a 20%.

Para avaliar a exatiddo do método proposto realizaram-se ensaios de recuperagao em
trés niveis de fortificagdo, em triplicata, para cada analito em amostras de urina de dois

voluntarios. A precisdo do método também foi verifiada através de recuperacdes realizadas
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em triplicata, por meio dos valores de desvio padrdo relativo (RSD) obtidos, sendo aceitos
valores de até 20%. A precisdo intra-dia foi avaliada em trés niveis diferentes de fortificacao,
em triplicata, todas realizadas no mesmo dia. Enquanto no caso da precisao inter-dia, esta foi
verificada em apenas um nivel de fortificacdo, porém, realizada em 3 dias diferentes, todos

em triplicata (RIBANI et al., 2004).

4.5.2 Teste de robustez

A robustez de método analitico ¢ compreendida como a suscetibilidade que o
mesmo tem a pequenas mudancas nas condigdes experimentais (KARAGEORGOU;
SAMANIDOU, 2014). Nesse trabalho, a robustez da metodologia proposta foi avaliada
através do método de Youden, realizando-se alteracdes em algumas condigdes do preparo de
amotra otimizado.

Foram selecionados 7 parametros, sendo eles os volumes de urina adicionado na
dilui¢do, de amostra e de solvente de dessor¢ao; o pH da amostra; e os numeros de ciclos de
extracdo, de lavagem e de dessor¢do. Esses pardmetros foram utilizados em suas condi¢des
nominais (condi¢des estabelecidas no preparo de amostra otimiado) e aplicando-se uma

pequena variagao nesses valores, conforme apresentado na Tabela 8.

Tabela 8. Relagdo entre as condicdes nominais e variacdes dos parametros analisados para

realizagdo do teste de Youden.

Parametro Condicao nominal Variacao

Volume de urina 490 uL A 510 uL a

pH da amostra 2,0 B 2,2 b

Volume de amostra 700 puL C 720 uL c

Ciclos de extragao 7 D 8 d
Ciclos de lavagem 2 E 3

Volume de solvente 225 uL F 250 uL f

Ciclos de dessor¢ao 1 G 2 g

Subsequentemente a selecdo dos parametros e das variagdes a serem aplicadas,
realizou-se uma combinacdo entre ambos, conforme representado na Tabela 9, totalizando 8

experimentos. Todos esses ensaios foram realizados em urina fortificada com 200 pg L' de
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cada analito. A partir desse método construiu-se o grafico de Lenth com a finalidade de

avaliar se os parametros exercem uma influéncia significativa sobre os resultados.

Tabela 9. Combinagao entre os pardmetros na condi¢do nominal e na variacao selecionada.

Efeito Experimento

1 2 3 4 5 6 7 8
Ala A A A A a a a a
B/b B B b b B B b b
Cle C c C C C C C C
D/d D D d d d d D D
E/e E e E e e E e E
F/f F f f F F f f F
G/g G g g G g G G g

4.6 Aplicacao do método proposto

Ap6s o devido desenvolvimento e validagdo, o método proposto foi aplicado para a
analise de amostras de urina de quatro individuos, doadas voluntariamente, conforme

identificado na Tabela 10.

Tabela 10. Amostras analisadas fornecidas por doadores em anonimato.

Amostra A Amostra B Amostra C Amostra D

Idade 23 56 56 23
Sexo Feminino Feminino Masculino Feminino
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Separacgao cromatografica

Primeiramente, antes das otimizacdes propostas para a etapa de extragao aplicando a

técnica de DPX, foi realizada a otimizagdo da separacdo cromatografica dos quatro analitos a

partir de uma solugdo trabalho de 10 mg L' preparada em acetonitrila. A condi¢io escolhida

foi a aplicacao de um gradiente de solvente entre acetonitrila e dgua ultrapura, ambas fases

acidificadas com 4cido orto-fosforico, conforme descrito previamente na secao 4.3,

totalizando 20 minutos de corrida cromatografica. A separacdo cromatografica dos analitos

esta apresentada na Figura 9.

Figura 9. Cromatograma da separacdo de uma solucdo padrio contendo os quatro

monoftalatos acompanhados em 210 nm.
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Por meio do cromatograma comprova-se que foi possivel obter uma boa separagdo

dos analitos nas condic¢des selecionadas com os respectivos tempos de retencdao apresentados

na Tabela 11.

L
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Tabela 11. Tempos de retencao dos analitos obtidos na separagdo cromatografica monitorada

em 210nm.
Analito Tempo de reten¢io (min)
Monometil ftalato 4,2
Monobutil ftalato 11,5
Monobenzil ftalato 11,9
Mono-(2-etilhexil) ftalato 16,7

5.2 Otimizagodes da técnica de extracio em ponteiras descartaveis

Para a realizagdo de todos os procedimentos de otimizacao foram utilizadas amostras
de urina fornecidas por voluntaios, insentas dos analitos estudados. Todas as amostras foram
primeiramente fortificadas a uma concentragio de 300 pg L' de todos analitos, anteriormente
aos demais procedimentos de controle de pH, centrifugacdo e etapadas das otimizagdes que as

amostras foram submetidas.

5.2.1 Otimizacao do numero de ciclos de lavagem do extrato

Através do cromatograma de coloracdo preta contido na Figura 10, ¢ possivel
identificar a presenca de impurezas remanescentes no extrato apos a realizacao do preparo de
amostras por DPX. Principalmente no intervalo de tempo entre 3,6 e 4,4 minutos foram
detectados interferentes com tempos de retengdo muito proximos ao analito de interesse,
dificultando a correta identificagdo e integragdo do pico referente ao primeiro analito, o
monometil ftalato que possui um tempo de retencao de 4,2 minutos. Com o intuito de eliminar
essas impurezas presentes no extrato final foi proposta uma etapa adicional de lavagem com
solvente entre as etapas de extragdo e dessor¢do do procedimento de preparo de amostras por

DPX.
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Figura 10. Comparativo entre os cromatogramas obtidos apos o preparo de amostra por DPX
acompanhados em 210 nm: sem nenhum ciclo de lavagem (preto), com 2 ciclos (rosa), 5

ciclos (azul) e 8 ciclos (verde) de lavagem.
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Inicialmente realizou-se um teste qualitativo avaliando a utilizagdo de dgua ultrapura
e uma solugio de 4acido formico 0,1 mol L' como solventes e a utilizacio de uma Unica
aliquota ou novas aliquotas para cada um dos 5 ciclos de lavagem fixados. Selecionando-se a
agua utrapura e modo de ciclos com novas aliquotas como melhor alternativa, prossegui-se a
otimizac¢do univariada, em triplicata, avaliando 2, 5 e 8 ciclos de lavagem.

Com os resultados adquiridos foi possivel estabelecer um comparativo entre os
cromatogramas dos extratos resultantes do preparo de amostra por DPX sem a etapa
intermediaria de lavagem, com também aos extratos submetidos a 2, 3 e 8 ciclos de lavagem,
conforme apresentado na Figura 10. Observa-se que principalmente para o primeiro analito,
MMP, no tempo de retencdo por volta de 4,2 minutos, os resultados sdo significativamente
diferentes apos a etapa de lavagem do extrato. No cromatograma sem ciclos de lavagem do
extrato ndo foi possivel obter a area do pico do MMP de forma precisa e livre de interferentes.
Em contrapartida, nos cromatogramas com ciclos de lavagem variando de 2 a 8 observam-se
cromatogramas mais limpos € com menor nimero interferentes oriundos da urina, tornando

possivel a visualizacdo do sinal dos picos, principalmente do MMP, de forma mais clara.

Com os dados obtidos na otimizacao, através das médias normalizadas das areas dos
picos cromatograficos de cada analito produziu-se também um grafico de barras apresentado
na Figura 11, a fim de realizar-se um comparativo a respeito do numero de ciclos de lavagem

estudado fornece a melhor resposta para a extra¢dao dos analitos.



56

Figura 11. Grafico de barras resultante da otimizacdo do numero de ciclos de lavagem do
extrato (*Condicdes: 3,5 mL de urina ajustada em pH 3,0 e fortificada com 300 pg L' dos
analitos, extragdo com 5 ciclos de 700 pL, lavagem do extrato com 300 uL e dessor¢do de 5

ciclos com 200 pL de solvente ACN:MeOH 50:50 (v/v)).
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A partir dos resultados apresentados na Figura 11 € possivel perceber diferentes
respostas apresentadas entre 2 a 8 ciclos. Como demonstrado na Figura 10, o monometil
ftalato foi analito mais afetado pelas impurezas remanescentes no extrato antes da etapa de
lavagem. Para esse analito 2 ciclos forneceu a melhor resposta, enquanto, para o monobutil
ftalato e o monobenzil ftalato, 5 ciclos forneceram uma resposta superior a 2 ciclos. Porém,
além dessa diferenca entre os resultados nao ser tdo significativa, os desvios padrdes relativos
dos resultados obtidos com 5 ciclos de lavagem sdo mais significativos que os desvios
intrinsecos nas barras de erros para 2 ciclos de lavagem, tornando seus resultados menos
precisos. Levando-se em consideracdo a precisdo dos resultados obtida com 2 ciclos de
lavagem ser superior, além de um menor nimero de ciclos favorecer a frequéncia analitica do
método, 2 ciclos de lavagem foram adotados como condi¢ao compromisso entre os 3 analitos

sem afetar de maneira significativa a extracdo com a ponteira de DPX.

5.2.2 Otimizac¢ao do solvente de dessor¢ao

Avaliou-se a eficiéncia da dessor¢do liquida de trés solventes distintos por meio de
um planejamento de superficie triangular, simplex lattice. Os solventes testados foram a

acetonitrila, metanol e agua ultrapura em pH 8,0; selecionados de acordo com a
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compatibilidade com o instrumento do HPLC. Foram realizados 9 experimentos e utilizando a
média geométrica das areas dos picos cromatograficos foi gerada a superficie apresentada na
Figura 12, construida a partir de uma funcio quadratica com coeficiente de determinagio (R?)
igual a 0,9967, obtida como resultado dessa otimizagdo, o que representa um resultado

bastante satisfatorio para esse tipo de superficie resposta.

Figura 12. Superficie triangular resultante da otimizacdo do solvente de dessor¢do
(*Condig¢des: 3,5 mL de urina ajustada em pH 3,0 e fortificada com 300 pg L' dos analitos,
extragdo com 5 ciclos de 700 puL, lavagem do extrato com 2 ciclos de 300 puL de agua

ultrapultrapura e dessor¢do com 5 ciclos de 200 pL de diferentes solventes).
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Conforme os resultados apresentados na Figura 12 ¢ possivel afirmar que a
acetonitrila desempenhou uma maior eficiéncia de dessor¢ao liquida dos analitos, visto que,
existe uma predominancia da coloragao vermelho escuro em torno da regido correspondente a
100% desse solvente. Essa coloragdo representa a regido com o maior valor obtido da média
geométrica das areas dos picos dos analitos, ou seja, com a acetonitrila foi obtida uma maior
concentragdo de analitos dessorvidos da fase extratora, o que representa uma dessor¢do mais
eficiente. Assim sendo, a acetonitrila foi escolhida como o solvente da etapa de dessorcao
liquida para ser utilizado ao longo do restante do trabalho. Baseando-se na polaridade dos

solventes selecionados para o estudo entende-se que, a acetonitrila por possuir menor
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polaridade dentre os trés apresentou caracteristicas mais similares aos analitos que, em sua
maioria, possuem baixa polaridade, com valores de log P variando entre 1,13 a 4,66;
conforme apresentado anterirormente na Tabela 1 (CHEMICALIZE, 2019; CHEMSPIDER,
2019).

5.2.3 Otimizac¢ao do nimero de ciclos e volume de solvente de dessorcao

Utilizou-se o planejamento multivariado Doehlert entre a variagdo do numero de
ciclos, de 1 a 9 ciclos, e do volume de solvente, de 150 a 300 uL, na etapa de dessorcao.
Através da média geométrica das areas dos picos cromatograficos foi gerada a superficie
apresentada na Figura 13, obtida por meio de uma funcdo quadritica com coeficiente de
determinacdo (R?) igual a 0,84944, demonstrando uma correla¢io adequada entre os dados e
modelo proposto. Essa correlacdo também pode ser comprovada pela tabela ANOVA
apresentada no Apéndice A e o grafico de valores preditos vs. observados contido no
Apéndice B.

Por meio da Figura 13 observa-se que, na regido estudada, a superficie tende para
um maximo de acordo com a redugao no numero de ciclos de dessor¢ao, diferente do volume
de solvente que nao demonstrou influéncia tao significativa na resposta maxima, visto que, a
faixa com 1 ciclo de extragdo compreende a regido de coloragdo vermelho intenso para todos
os valores de volume de solvente. Desse modo, 1 ciclo de dessor¢ao foi fixada como condi¢ao
Otima nesse trabalho, enquanto para o volume de solvente, optou-se por realizar um novo

estudo com o intuito de averiguar com mais detalhes essa variavel.
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Figura 13. Superficie resposta resultante da otimizagdo do nimero de ciclos e volume de
solvente na etapa de dessor¢ao (*Condigdes: 3,5 mL de urina ajustada em pH 3,0 e fortificada
com 300 pug L' dos analitos, extracdo com 5 ciclos de 700 pL, lavagem do extrato com 2
ciclos de 300 pL de agua ultrapura e dessor¢cdo com numero de ciclos e volume de acetonitrila

variados).
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Posteriormente ao planejamento multivariado Doehlert realizou-se uma otimizagao
univariada, em triplicata, modificando apenas o volume de acetonitrila utilizado na etapa de
dessorcao entre 150, 225 e 300 uL. Utilizando as médias normalizadas das areas dos picos

cromatograficos obteve-se o grafico de barras apresentado na Figura 14.
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Figura 14. Grafico de barras resultante da otimiza¢do do volume de solvente de dessor¢ao
(*Condig¢des: 3,5 mL de urina ajustada em pH 3,0 e fortificada com 300 pg L' dos analitos,
extracdo com 5 ciclos de 700 pL, lavagem do extrato com 2 ciclos de 300 uL de agua

ultrapura e dessor¢do com 1 ciclo de volumes variados de acetonitrila).
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Através do grafico de barras obtido observa-se que, o volume intermedidrio estudado
de 225 pL apresentou as melhores respostas tanto para o monobutil ftalato quanto para o
monobenzil ftalato, porém, o resultado foi diferente para o monometil ftalato que exibiu uma
melhor dessor¢do quando utilizou-se o menor volume estudado, de 150 puL. Apesar dessa
variacdo observada nos resultados o volume de acetonitrila selecionado como condig¢do
compromisso entre os analitos foi 225 pL, pois consiste na condi¢do 6tima para a maioria dos
analitos. Além desse fato, para o caso do monometil ftalato, apesar de ndo ser o volume com
maior resposta ¢ a condicdo com uma menor barra de erro, ou seja, com o menor desvio
padrao entre os resultados e consequentemente maior precisdo. Portanto, a condig¢ao

selecionada como 6tima para etapa de dessor¢ao foi 1 ciclo com 225 pL de acetonitrila.

5.2.4 Otimizacio do numero de ciclos e volume de amostra na etapa de extracao

Para avaliar a influéncia do nimero de ciclos, variado de 3 a 7, ¢ do volume de
amostra, variado de 300 a 700 uL, sob a eficiéncia da etapa de extracdo da técnica de DPX,
utilizou-se o planejamento multivariado Doehlert. A média geométrica das areas dos picos

cromatograficos obtidos em cada experimento foi utilizada para produzir a superficie resposta
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contida na Figura 15, uma fungio quadratica com coeficiente de determinagio (R?) igual a
0,86368, comprovando uma correlagdo adequada entre os dados e o modelo proposto. Essa
correlagdo também pode ser confirmada pela tabela ANOVA apresentada no Apéndice C e o

grafico de valores preditos vs. observados contido no Apéndice D.

Figura 15. Superficie resposta resultante da otimizacdo do nimero de ciclos € volume de
amostra na etapa de extracdo (*Condi¢des: Urina ajustada em pH 3,0 e fortificada com 300 pg
L' dos analitos, extragdo com niimero de ciclos e volume de amostra variaveis, lava lavagem
do extrato com 2 ciclos de 300 puL de agua ultrapura e dessor¢ao com 1 ciclo de 225 pL de

acetonitrila).
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Conforme demonstrado na Figura 15 a superficie tende para uma maxima resposta a
medida que sdo aumentos tanto o niamero de ciclos quanto o volume de amostra utilizado na
etapa de extracdo. O ponto de 7 ciclos com 700 pL. de amostra na superficie representa um
resultado excelente para a regido estudada, visto que, a intercepgao dessas duas condi¢des esta

localizada em uma regido com coloragdao vermelho intenso. A presenca dessa coloragdo indica
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que as condicdes em questdo forneceram valores mais elevados de média geométrica, sendo,

portanto, 7 ciclos com 700 puL de amostra selecionados para etapa de extragao.

5.2.5 Otimizacao do pH da amostra

Com a finalidade de avaliar o efeito do pH sobre a eficiéncia do processo de extragdo
foi realizado um planejamento univariado,em triplicata, analisando 3 diferentes valores de pH,
sendo esses, 2,0; 3,0 e 4,0. A partir das médias normalizadas das areas dos picos

cromatograficos obteve-se o grafico de barras apresentado na Figura 16.

Figura 16. Grafico de barras resultante da otimiza¢do do pH da amostra (*Condigdes: 4,9 mL
de urina ajustada com valores variados de pH e fortificada com 300 pg L' dos analitos,
extragdo com 7 ciclos de 700 uL, lavagem do extrato com 2 ciclos de 300 puL de agua

ultrapura e dessor¢do com 1 ciclo de 225 puL de acetonitrila).
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Através do grafico de barras ¢ possivel perceber que extragdes em que as amostras
estavam com o pH ajustado em 2,0 forneceram as melhores respostas. Esses resultados podem
ser compreendidos pelo fato de que nesse valor de pH os analitos de interesse do trabalho
encontram-se na sua forma neutra, condi¢do mais favoravel para que ocorra interacao entre os
mesmos ¢ a fase extratora utilizada na DPX, como também, com a fase estacionaria da coluna
cromatografica. Acredita-se também que, extracdes coma amostra em pH 2,0 forneceram uma

melhor resposta por conta da provavel chance de que o pH final do extrato nessas condigdes,
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dentre as estudadas, foi o que mais se assemelhou com o valor do pH utilizado nas fases
moveis durante a corrida cromatografica. Portanto, para as demais etapas desse trabalho o pH

a amostra foi fixado no valor de 2,0.

5.2.6 Otimizacio da etapa de limpeza

A necessidade de se realizar uma etapa de limpeza da fase extratora entre cada
preparo de amostra com a DPX, a fim de evitar possiveis erros provocados por efeito de
memoria quando se reutiliza uma mesma ponteira, foi avaliada por meio de uma otimizacao
do ntimero de ciclos de limpeza. Cada ciclo de limpeza foi realizado a partir de uma nova
aliquota contendo 300 nL do mesmo solvente selecionado na etapa de otimizag¢do do solvente
de dessor¢cdo. Cada experimento foi realizado em triplicata e a partir das médias dessas
triplicatas construiu-se um grafico apresentado na Figura 17 que indica o nimero de ciclos de

acetonitrila necessarios para observar a auséncia de sinal analitico.

Figura 17. Grafico resultante da otimizagdo do ntimero de ciclos de limpeza (*Condigdes: 4,9
mL de urina ajustada em pH 2,0 e fortificada com 300 pug L' dos analitos, extragdo com 7
ciclos de 700 pL, lavagem do extrato com 2 ciclos de 300 uL de agua ultrapura e de

dessorcdo com 1 ciclo de 225 pL de acetonitrila).
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De acordo com os resultados obtidos e apresentados na Figura 17 a realizacao de 5
ciclos de limpeza demonstrou-se suficiente para restabelecer a condig¢do inicial da fase
extratora, ou seja, essa limpeza foi eficaz para promover a retirada quase total de analitos e

residuos da extracdo anterior, evitando possiveis efeitos de memoria, e condicionar os sitios
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ativos do material extrator para um novo ciclo de extragdo. Desse modo, 5 ciclos utilizando
novas aliquotas com 300 pL de acetonitrila foram fixados para realizar a limpeza e

condicionamento da fase extratora contida na ponteira de DPX.

5.2.7 Otimizacao do grau de diluicio da amostra

Visto que a urina ¢ uma matriz que possui nao apenas uma constituicdo como
também propriedades que variam de acordo com alguns fatores como dieta e o proprio
metabolismo do individuo, foi realizado um estudo para identificar o melhor fator de dilui¢ao
suficiente para eliminar possiveis efeitos de matriz ou a presenga de interferentes
remanescentes no extrato. Nessa otimizagdo foram testados trés niveis de diluigdo em
triplicata, sendo esses 5, 10 e 20 vezes. A partir das médias normalizadas das areas dos picos
cromatograficos obtidos para cada nivel de diluicdo, construiu-se o grafico de barras

apresentado na Figura 18 utilizado para realizar a andlise dos resultados obtidos.

Figura 18. Grafico de barras resultante da otimiza¢do da dilui¢do da urina (*Condi¢des: 4,9
mL de urina ajustada em pH 2,0 e fortificada com 300 pug L' dos analitos, extragdo com 7
ciclos de 700 pL, lavagem do extrato com 2 ciclos de 300 pL de agua ultrapura e de

dessorcdo com 1 ciclo de 225 pL de acetonitrila).
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Como demonstrado pelo grafico de barras, para todos os analitos, o nivel
intermediario de diluicdo de 10 vezes apresentou as melhores respostas. Acredita-se que esse

resultado pode ser explicado pelo fato da urina possivelmente possuir alguns componentes
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que competem com os sitios ativos da fase extratora contida na ponteira de DPX causando
desse modo, respostas inferiores para o nivel de dilui¢do de 5 vezes, enquanto que, para o
nivel de diluicdo de 20 vezes algumas propriedades e componentes da urina que favorecem a
extracdo dos analitos encontram-se demasiadamente diluidos ou alterados provocando dessa
forma também, respostas inferiores as observadas para a o nivel de dilui¢do intermedidrio.
Portanto, para o desenvolvimento desse método foi estabelecido uma dilui¢ao da urina de 10

vezes como melhor alternativa para o preparo da amostra.

5.2.8 Condic¢des otimizadas da técnica de extracdo em ponteiras descartaveis

Inicialmente realizou-se um pré-tratamento da amostra, no qual, 490 pL de amostra
de urina foram diluidas com a adi¢do de 4,410 pL de 4gua ultrapura, totalizando um volume
final de 4,9 mL. Essa aliquota foi submetida a um ajuste do pH no valor de 2,0 e em
sequéncia a um processo de centrifugacdo a 3000 rpm durante o periodo 5 minutos para
separacao dos solidos suspensos presentes na amostra. Para a etapa de extracdo foram
realizados 7 ciclos, nos quais cada ciclo de extracdo consistia na aspiragao de 700 puL do
sobrenadante da amostra com a subsequente aspiragdao de ar, responsavel por promover a
mistura dindmina no interior da ponteira de DPX, e descarte de todo o conteido para a
realizagdo do proximo ciclo. Na etapa de lavagem do extrato foram realizados 2 ciclos, cada
um com 300 pL de 4gua ultrapura utilizando-se sempre novas aliquotas para cada ciclo. Para
etapa de dessorcao liquida foi escolhido como solvente a acetonitrila, realizada em apenas 1
ciclo com a aspiragdao de 300 pL do solvente juntamente com ar e expiracdo de todo o
contetdo do interior da ponteira em um vial para realizar-se a inje¢ao de 20 puL desse extrato
no HPLC a fim de ocorrer a separacdo cromatografica. Por fim a ponteira ¢ submetida a etapa

de limpeza realizada em 5 ciclos, cada qual com novas aliquotas de 300 pL de acetonitrila.

5.3 Validacido do método desenvolvido
5.3.1 Parametros analiticos de mérito

Tendo todas as otimizacdes sido concluidas, realizou-se a validagdo do método
proposto no presente trabalho por meio da obtencao de curvas de calibracdo utilizando urina
como matriz em duas faixas lineares de trabalho diferentes que variam de acordo com o

analito, conforme representado na Tabela 12.
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Tabela 12. Limites de detec¢do e quantificagdo, faixa linear de trabalho, coeficiente de

correlacdo e as equacgdes lineares das curvas de calibragdo para os 4 analitos.

LOD LOQ Faixa linear de

Analito R Equacio linear
(ngL")  (ngL") trabalho (ug L)

MMP 7,6 25 25-300 0,9915 y =630,5x — 509,6
MBP 7,6 25 25-300 0,9990 y=557,6x +1331,7
MBzP 3,0 10 10 -300 0,9995 y=2851,2x — 41,6

MEHP 7,6 25 25-300 0, 9959 y=330,7x - 1173,3

E possivel perceber, a partir da Tabela 9, que os coeficientes de correlagdo linear
obtidos para todos os quatro analitos foram satisfatorios, estando todos os valores iguais ou
superiores a 0,9905 indicando uma boa correlagdo linear da curva de calibracdo para cada
analito estudado. Os limites de detec¢io apresentaram valores entre 3,0 ug L' para o MBzP a
7,6 ug L' para os demais analitos. J4 os limites de quantificagdo variaram de 10 ug L! para o
MBzP a 25 ug L' para os demais analitos.

Com o intuito de avaliar a precisdo e exatiddo do método proposto foram realizados
ensaios de recuperacao em duas amostras de urina fornecidas por dois voluntarios diferentes,
identificadas como amostra 1 e amostra 2. Nessas, foram adicionadas concentracdes
diferentes dos analitos em trés niveis, conforme demonstrado na Tabela 13. Os experimentos

foram realizados em triplicata em cada um dos trés niveis de fortificacdo.
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Tabela 13. Resultados obtidos através de ensaios de recuperagao para a avaliacao da exatidao

e precisoes intradia e interdia do método desenvolvido.

Nivel de Recuperacao Recuperacao Precisao Precisao
Analito  fortificacio relativa relativa intradia interdia
(ug L amostra 1(%) amostra 2(%) (RSD, %) (RSD, %)
(n=3) (n=3) (n=3) (n=9)
25 95 90 9,1 -
MMP 150 83 94 9,2 15,6
300 92 102 3,5 -
25 104 106 5,2 -
MBP 150 102 118 10,6 11,2
300 102 109 8,8 -
MByP 25 105 106 0,3 -
150 98 116 7,0 10,4
300 98 108 9,0 -
MEHP 25 98 119 12,0 -
150 98 120 9,9 9,9
300 108 110 10,7 -

Conforme apresentado na Tabela 13 ¢ possivel identificar que a exatiddo do método,
avaliada por meio da recuperacdo relativa, variou de 83 a 108% para a amostra 1 e entre 90 a
120% para a amostra 2. De acordo com a Associagdo dos Quimicos Analiticos Oficiais
(AOAC, do inglés Association of Official Analytical Chemists) valores de porcentagem de
recuperagdo relativa entre 40 e 120% para concentragdes até 1 pg L' sdo aceitdveis para
avaliar a exatidao de um método (AOAC, 2016). Por terem sido empregadas concentragdes
superiores, alguns valores obtidos nas recuperagoes relativas do método proprosto estao fora
da faixa aceita pela AOAC, porém, considera-se aceitavel por tratar-se de um método que

utiliza microextracdo, como também, devido a complexidade da matriz manipulada.
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Com relagdo a avaliacdo da precisdo do método, essa foi realizada a partir do desvio
padrao relativo (RSD, do inglés Relative Standard Deviation). No caso dos ensaios intradia os
valores de RSD variaram de 0,3 a 10,7% e os interdia compreenderam uma faixa de 9,9 a
15,6%, resultados considerados satisfatdorios e que estdo de acordo com os valores de precisdo
aceitos que devem ser inferiores a 20%. Desse modo, com base nos resultados obtidos, o
método analitico desenvolvido nesse trabalho demonstrou-se valido para a faixa linear de

trabalho utilizada para todos os analitos estudados.

5.3.2 Teste de robustez

Uma das maneiras de se avaliar a robustez de uma metofologia desenvolvida ¢
através do teste de Youden. Nesse teste foram selecionados 7 parametros anteriormente
otimizados no método, sendo esses, os volumes de urina adicionado na dilui¢do, de amostra ¢
de solvente de dessorcdo; o pH da amostra; e os nimeros de ciclos de extragdo, de lavagem e
de dessorcao. Os parametros e seus respectivos valores selecionados foram tratados de acordo
com as Tabelas 8 ¢ 9 da Se¢do 4.5.2, obtendo-se as combinagdes fatoriais ¢ os efeitos entre
eles. A partir da média geométrica das areas de cada um dos analitos, para os 8 experimentos

realizados, construiu-se o grafico de Lenth apresentado na Figura 19.
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Figura 19. Grafico de Lenth obtido para andlise da robustez do método (*Fatores: A/a:
Volume de urina; B/b: pH da amostra; C/c: Volume de amostra; D/d: Ciclos de extragdo; E/e:

Ciclos de lavagem; F/f: Volume de solvente; G/g: Ciclos de dessor¢ao).
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Como ¢ possivel observar na Figura 19, o grafico de Lenth possui linhas tracejadas,
identificadas como a margem de erro (ME) e a margem de erro simultinea (SME). Essas
margens de erro atuam como linhas de referéncia utilizadas para avaliar a influéncia das
variagdes dos fatores nas respostas obtidas. A ME ¢ utilizada quando se deseja avaliar apenas
um fator por vez, de forma isolada. Caso aplicada como pardmetro quando mais de um fator
esta em analise, a margem de erro pode dar um resultado falso positivo. Nessas situacoes,
como ¢ o caso do presente trabalho, como o teste foi aplicado para sete fatores, ¢ mais
adequado analisar a SME juntamente com a ME, reduzindo dessa forma a chance de se
obterem resultados falsos positivos ou falsos negativos (LEONARDI et al., 2015).

. Quando os fatores sdo avaliados de forma simultanea, efeitos que ndo excedem a
faixa de SME nao apresentam uma significancia sobre a robustez do método, ou seja, nao
interferem nos resultados quando sofrem pequenas variagdes. Em contra partida, efeitos que
excedem a SME sdo considerados significativos, indicando que a robustez e as respostas do
método sdo modificadas de forma expressiva quando esses fatores sdo sumetidos a pequenas
variacoes. Portanto, conforme pode ser constatado pela Figura 19, nenhum efeito excede a

ME nem a SME, desse modo, pequenas mudancas no procedimento experimental ndo
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influenciaram no resultado global da extragdo dos analitos, sendo possivel afirmar que o

método proposto ¢ robusto.

5.4 Aplicacio do método proposto

Ap6s todas as etapas de otimizagdo e validagdo do método de preparo de amostras
proposto para analise de ftalatos em urina, o método foi aplicado nas amostras de urina de
quatro voluntarios que previamente concordam em participar deste estudo. Os resultados

obtidos ap6s a analise dessas amostras sdo apresentados na Tabela 14.

Tabela 14. Resultados obtidos nas analises de urina humana utilizando o método proposto

(*ND: ndo detectado; < LOQ: inferior ao limite de quantificacdo).

Analito Amostra A Amostra B Amostra C Amostra D
MMP ND ND ND ND
MBP <LOQ ND ND <LOQ
MBzP <LOQ ND ND <LOQ

MEHP <LOQ ND <LOQ <LOQ

Conforme ¢ possivel observar na Tabela 14, enquanto o monometil ftalato ndo foi
detectado em nenhuma das quatro amostras dentro dos limites de do método proposto. O
monobutil ftalato e o monobenzil ftalato foram detectados em duas amostras de urina, porém,
ndo em concentracdo suficiente para ser quantificado, semelhante ao mono-(2-etilhexil)
ftalato, presente em trés das amostras em concentragdes suficientes apenas para uma detec¢ao

confiavel.

5.5 Comparac¢io do método proposto com outros métodos reportados na literatura

O método proposto nesse trabalho foi comparado com outras metodologias
reportadas na literatura utilizadas para a determinagdo de produtos de biotransformagao de
ftalatos em amostras de urina, conforme est4 apresentado na Tabela 11. E possivel identificar
que o método desenvolvido nesse trabalho utiliza menores volumes de amostra de urina em
relacdo aos outros métodos, além de utilizar também baixos volumes de solvente orgénico,

contribuindo, desse modo, para a geracdo de uma baixa quantidade de residuos.
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Outro fator importante de ser analisado € o tempo total de preparo de amostra desde a
sua coleta, que também ¢ relativamente menor em comparagdo aos outros métodos. Enquanto
o método desenvolvido ¢ realizado em poucas etapas e grande parte do tempo consumido esta
nos 5 minutos de centrifugagdo, resultando em uma boa frequéncia analitica, enquanto outros
métodos demandam um maior numero de etapas que podem envolver reacdes de hidrdlise e
derivatizacdo. Esse ¢ o caso dos métodos que utilizam GC-MS ou GC-MS/MS como
instrumento de separagdo cromatografica, podendo levar até mais de 3 horas para o preparo da
amostra ser concluido.

Com relagdo as faixas lineares de trabalho obtidas pelo método desenvolvido nesse
trabalho, observa-se que essas sdo amplas e foram alcangados niveis de concentracao
relativamente inferiores a boa parte dos métodos apresentados na Tabela 15 para o primeiro
ponto das curvas de calibragdo, como também concentragdes superiores para o ultimo ponto
da curva em comparagdo a alguns métodos. Apesar de também terem sido atingidos valor de
faixas lineares de trabalho proximos ou com uma abrangéncia inferior a outros métodos em
alguns casos, deve ser levado em consideracdo o volume de amostra e o instrumento de

separacao e deteccao utilizados em cada método.
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Tabela 15. Comparagao entre o método proposto e outros previamente reportados na literatura. Todos os estudos utilizaram urina como amostra.

Analitos Preparo de Instrumenta¢io  Volume Tempo total Faixa linear (ug.L") Referéncia
amostra de urina
MMP, MBP, 25-300
DPX HPLC-DAD 490 uL > 5 minutos Esse trabalho
MBzP ¢ MEHP 10 —300 (MBzP)
WU et al., 2016
MBzP ¢ MEHP ANSDM HPLC-DAD 1 mL >12,7 minutos 2 —1000
in-syringe SARGAZl et al., 2017
MEHP GC-FID I mL > 15 minutos 20 -3000
DLLME
MMP, MBP, Variaveis de 5 — 60 CERQUEIRA, 2018
HF-LPME GC-MS 1,4 mL >2.5 horas
MBzP ¢ MEHP até 40 — 160
MMP, MBP, Variaveis de 20 — 100  FERNANDEZ et al., 2017
HF-LPME GC-MS 16 mL > 2,8horas ,
MBzP ¢ MEHP até 20 — 1000
Novo tipo de
MBzP e MEHP HPLC-DAD 1 mL > 35,4 minutos 2-500 YE et al., 2020
IL-DLLME
1-250¢ ELLIANI et al., 2020
MBP e MEHP SPME GC-MS/MS 0,5 mL > 3,17 horas

5-250
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6 CONCLUSAO

O método proposto nesse trabalho demonstrou €xito na deteccao e quantificacdo dos
respectivos produtos de biotransformacao dos ftalatos (monometil ftalato, monobutil ftalato,
monobenzil ftalato e mono-(2-etilhexil) ftalato). O tempo total para a execugao do preparo de
amostra desenvolvido € baixo, cerca de 5 minutos, o que contribui para a frequéncia analitica
do método. A utilizacdo de pequenos volumes de amostra e solventes organicos proporciona a
geragao de uma pequena quantidade de residuos, o que vai de encontro com os principios da
quimica analitica verde.

Os parametros analiticos de mérito obtidos apresentaram valores aceitos pelas
normas de validagdo, como coeficientes de correlagdo linear superiores a 0,9904 para todos os
analitos estudados, ensaios de recuperagdo realizados em amostras de urina de duas
voluntarias diferentes que apresentaram valores entre 83 e 120%, precisdes intradia que
variaram de 0,3 a 10,7% e interdia de 9,9 a 15,6%.

De maneira geral, o método proposto foi devidamente otimizado e validado,
demonstrando que a utilizacdo da técnica de extragdo em ponteiras descartaveis (DPX)
destacou-se como uma alternativa rapida, simples e eficiente, podendo ser utilizada em
analises de rotina. Desse modo, o método desenvolvido tem capacidade para ser utilizado na
identificacdo e quantificacdo dos analitos estudados como forma de monitoramento da

exposicao aos seus respectivos ftalatos correspondentes.
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APENDICE A - Tabela ANOVA referente a otimizacdo do niimero de ciclos e volume de

solvente na etapa de dessorcao.

Soma dos Graus de Média
Fator ] ] F p
quadrados  liberdade  quadratica
Numero de ciclos (L) 1,757002¢"!! 1 1,757002¢"'!  6,810181 0,079710
Numero de ciclos (Q) 2,437010e"!! 1 2,437010e™!  9,445906 0,054416
Volume de solvente (L) 1,350996 ¢*1° 1 1,350996e°  0,523649 0,521610
Volume de solvente (Q) 1,141711¢*1° 1 1,141711e™°  0,442530 0,553476
Erro 7,739891¢*1° 3 2,579964 ¢*1°
Total 5,140558 e*!! 7
APENDICE B — Grafico dos valores previstos vs. observados referente a otimizagio do
numero de ciclos e volume de solvente na etapa de dessorcao.
Walores Observados vs. Previstos
2 factors, 1 Blocks, 8 Runs; MS Residual=386980E5
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APENDICE C - Tabela ANOVA referente a otimizacdo do niimero de ciclos e volume de

amostra na etapa de extragao.

Soma dos Graus de Média
Fator ] ] F p
quadrados  liberdade  quadratica
(1) Numero de ciclos (L) 1,395060¢e™° 1 1,395060e™°  9,229887 0,055952
Numero de ciclos (Q) 2,075369¢"%8 1 2,075369¢™®  0,137309 0,735589
(2) Volume de amostra (L) 1,427874 ¢*10 1 1,427874 €10 9,446984 0,054409
Volume de amostra (Q) 3,683274¢"%8 1 3,683274e¢™  0,243690 0,655433
1L por 2L 1,523719 "7 1 1,523719 €7 0,010081 0,926357
Erro 4,534380e"" 3 1,511460 "%
Total 3,326362¢"1° 8
APENDICE D - Grafico dos valores previstos vs. observados referente a otimizagdo do
numero de ciclos e volume de amostra na etapa de extragao.
Walores Observados vs. Previsios
2 factors, 1 Blocks, 8 Runs; MS Residual=151146E4
DV: Resposta
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