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RESUMO

Hexanal e heptanal sdo considerados biomarcadores de cancer de pulméo que podem
ser encontrados em diferentes matrizes biologicas, tais como sangue e urina. Eles tém
sua determinacdo em HPLC-DAD dificultada devido a sua volatilidade, baixa absorcéo
na regido UV, complexidade da matriz e as baixas concentragdes em que Sao
encontrados nas amostras. Neste trabalho desenvolveu uma metodologia para a
determinacdo de hexanal e heptanal analitos em urina utilizando solventes eutéticos
profundos naturais como fase extratora para microextracdo liquido-liquido de
membrana microporosa de fibra oca (HF-MMLLE) acoplada a um sistema de placas
de 96 pocos de amostragem. A membrana de polipropileno (PP) foi utilizada com 1
cm de comprimento submetida a impregnagdo em 300 yL de DES seguida pelo
processo de extracdo em 1,5 mL de amostra de urina. Os experimentos foram
realizados acoplando a técnica de HF-MMLLE ao sistema de placas de 96 pocos de
amostragem que permite a realizacdo de até 96 extracdes simultaneas. As
otimizacdes de parametros importantes para extracdo e dessorcdo foram realizadas
através de planejamentos uni e multivariados. O solvente extrator que apresentou
melhores respostas foi a mistura eutética de acido dodecandico e acido hexandico
(1:3). O estudo do modo de derivatizacao apresentou melhores eficiéncias de extracao
quando a reacdo de derivatizacdo foi realizada apdés o processo de extracdo. O
solvente de dessorcao otimizado foi uma mistura de 50% metanol e 50% acetonitrila
(v/v), sendo que o tempo de dessor¢cdo 6timo foi de 5 minutos. Um planejamento
fatorial completo mostrou que apenas o tempo de derivatizacdo nao foi significativo
para o processo de extragdo e entdo este foi fixado em 30 minutos, ja para o tempo
de extracao, pH e quantidade de derivatizante foi realizado um estudo através de um
planejamento box behnken que mostrou melhores resultados quando o pH da amostra
foi mantido em 6, a quantidade de derivatizante em proporcdo 1:30
(aldeido:derivatizante) e extracdes de 60 minutos. Os parametros analiticos de mérito
para a metodologia foram determinados avaliando uma faixa linear de 100 a 800 (ng
mL™1), apresentando coeficientes de determinacdo (R?) de 0,9973 para o hexanal e
0,9935 para o heptanal. Os LODs obtidos foram de 0,3 e 0,26 nmol mL ! para hexanal
e heptanal respectivamente, e os LOQs de 1,00 nmol mL ~* para hexanal e 0,87 nmol
mL 1 para heptanal, valores adequados para auxilio no diagnéstico de cancer de
pulméo. Ensaios de precisao intradia e interdia foram realizados nas concentragoes
de 100, 400 e 800 ng mL™ que variaram de 9 a 20% e de 17 a 20%, respectivamente.
A exatiddo do método foi avaliada pela recuperacao relativa em concentracées de 100
e 500 ng mL™! e apresentou resultados variando de 55,2 a 97,3%. A metodologia foi
aplicada em amostras de urina de 3 voluntarios nas quais as respostas apresentaram
abaixo do limite de detec¢do do método. O estudo realizado neste trabalho é pioneiro
na utilizacdo de solventes eutéticos profundos naturais (NADES) como solvente
extrator para técnica de HF-MMLLE na determinacgéo de hexanal e heptanal em urina
humana, mostrando vantagens relacionadas a alta frequéncia analitica do método
proporcionada pelo tempo de preparo de amostra de 1,09 minutos por amostra, aliado
a substituicdo de solventes organicos normalmente utilizados na técnica por um
solvente verde atendendo a parametros da quimica analitica verde.

Palavras-chave: hexanal; heptanal; microextracdo liquido-liquido de membrana
microporosa de fibra oca; solventes eutéticos profundos.



ABSTRACT

Hexanal and heptanal are considered lung cancer biomarkers that can be
found in different biological matrices, such as blood and urine. Their analysis is difficult
due to their volatility, low absorption in the UV region, complexity of the matrix and the
low concentrations at which they are found in the samples. This work developed a
methodology for the determination of hexanal and heptanal in urine using natural deep
eutectic solvents as an extractor phase for liquid-liquid microextraction of hollow fiber
microporous membrane (HF-MMLLE) coupled to a 96-well system. A 1 cm
polypropylene (PP) membrane was used, subjected to impregnation in 300 pL of DES
followed by the extraction process in 1.5 mL of urine sample. The experiments were
carried out coupling the HF-MMLLE technique to the 96-well plate systemthat allows
the simultaneous extraction of up to 96 samples. Optimizations of important
parameters for extraction and desorption were carried out through univariate and
multivariate designs. The extractor solvent that showed the best responses was the
eutectic mixture of dodecanoic acid and hexanoic acid (1:3). For the derivatization
mode it was selected as optimum condition the derivatization performed after the
extraction process. The optimized desorption solvent was a mixture of 50% methanol
and 50% acetonitrile (v/v), and the optimal desorption time was 5 minutes. A full
factorial design showed that only the derivatization time was not significant for the
extraction process and so this was fixed at 30 minutes, as for the extraction time, pH
and amount of derivatizer, a study was carried out through a box behnken planning
which showed better results when the pH of the sample was maintained at 6, the
amount of derivatizing agent in a proportion of 1:30 (aldehyde:derivatizing) and
extractions of 60 minutes. The analytical parameters of merit for the methodology were
determined by evaluating a linear range from 100 to 800 ng mL™2, with coefficients of
determination (R?2) of 0.9973 for hexanal and 0.9935 for heptanal. The LODs obtained
were 0.3 and 0.26 nmol mL ! for hexanal and heptanal respectively, and the LOQs of
1.00 nmol mL* for hexanal and 0.87 nmol mL ! for heptanal, adequate values to aid
in the diagnosis of cancer lung. Intraday and interday precision tests were performed
at concentrations of 100, 400 and 800 ng mL~1, which ranged from 9 to 20% and from
17 to 20%, respectively. The accuracy of the method was evaluated by the relative
recovery at concentrations of 100 and 500 ng mL-1, with results ranging from 55.2 to
97.3%. The methodology was applied to urine samples from 3 volunteers in which
none of the analytes were detected. The study carried out in this work is a pioneer in
the use of natural deep eutectic solvents (NADES) as extractor solvent for the HF-
MMLLE technique in the determination of hexanal and heptanal in human urine,
showing advantages related to the high analytical frequency of the method provided
by the sample preparation time of 1.09 minutes per sample, combined with the
replacement of organic solvents normally used in the technique by a green solvent,
meeting the parameters of green analytical chemistry.

Keywords: hexanal; heptanal; hollow fiber-membrane microporous liquid-liquid
microextraction; deep eutectic solvent.
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1 INTRODUCAO

Em estagios iniciais, muitos casos de cancer de pulmdo ndo apresentam
sintomas, ou estes podem ser confundidos com outras doencas. O diagndstico tardio
pode reduzir as chances de recuperacao da doenca e por isso o cancer de pulméo é
0 mais mortal em todo o mundo.

Biomarcadores sdo moléculas que indicam um processo biolégico normal ou
patogénico e por isso sdo importantes para triagem, diagndéstico e progndstico de
tumores. Hexanal e heptanal sdo aldeidos considerados biomarcadores de cancer de
pulmdo, porém sua determinacdo em HPLC-DAD ¢é dificultada devido a sua
volatilidade, baixa absorcé&o na regido do ultravioleta e necessidade de uma reacéo
de derivatizacao para realizacdo de andlises cromatograficas. Além disso, eles sao
determinados como biomarcadores de cancer de pulmdo em matrizes de alta
complexidade, como urina, saliva e sangue, e sua concentracdo nessas matrizes pode
ser baixa, sendo necessério o uso de preparo de amostras para determinagcdo desses
biomarcadores.

Mesmo apOs diversos avangos em instrumentacdo analitica uma etapa de
preparo de amostras € necessaria para analise de matrizes complexas. Esse
procedimento torna possivel analises de compostos em baixa concentracdo e
encontrados em matrizes com diversos interferentes como é o caso de amostras
biolégicas. A escolha da técnica de preparo de amostras € crucial para o sucesso do
procedimento analitico, e esta relacionada as propriedades do analito e da matriz.

Agéncias internacionais recomendam como metodologias oficiais técnicas
classicas como extragdo em fase soélida (SPE) e extracao liquido-liquido (LLE). Porém,
essas técnicas apresentam limitacdes relacionadas ao grande volume de solventes e
consequentemente de residuos produzidos, alto custo, riscos ao meio ambiente e ao
analista, além disso, séo técnicas bastante laboriosas e que envolvem diversas etapas
gue podem aumentar a possibilidade de erros.

A fim de contornar estes problemas surgiram as técnicas de microextracao
iniciando com a microextracdo em fase solida (SPME) em 1990, e desde entdo essas
técnicas tém ganhado destaque em laboratoérios de analises. Elas podem reduzir o
tempo de preparo de amostras, aumentar frequéncia analitica das analises, simplificar
os procedimentos, além de tornar as analises mais verdes através da reducédo do

volume de solventes e de amostra.
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Técnicas de microextracao utilizando membranas foram inseridas através da
microextracdo em fase liquida de fibra oca (HF-LPME). Aprimoramentos da HF-LPME
levaram ao desenvolvimento da microextracdo liquido-liquido de membrana
microporosa de fibra oca (HF-MMLLE) que é uma técnica simples e precisa, onde o
solvente € imobilizado nos poros da membrana microporosa e este age como a fase
extratora da técnica. A técnica de HF-MMLLE torna possivel seu acoplamento ao
sistema de 96 pocos de extracdo, onde é possivel realizar 96 extracbes simultaneas
e aumentar significativamente a frequéncia analitica da técnica. Esta técnica permite
0 uso de diferentes solventes como fase extratora o que faz com que sua escolha seja
uma etapa crucial e o estudo de suas propriedades como densidade, viscosidade,
ponto de fusdo, solubilidade em agua e compatibilidade com a instrumentacéo
analitica é de extrema importancia. Inicialmente solventes organicos tradicionais como
o 1-octanol, cloroférmio e tolueno foram utilizados nesta técnica, porém recentemente
alternativas como os solventes eutéticos profundos (DES) vém sendo explorados com
sucesso.

Solventes orgéanicos tradicionais estdo relacionados a problemas de saude
humana e danos ao meio ambiente. Seguindo os principios da quimica verde alguns
solventes alternativos tém ganhado destaque para técnicas de microextracdo a fim de
tornar a técnica mais segura e ambientalmente amigavel, como os liquidos ibnicos e
os DES.

Os DES séo considerados misturas de componentes que interagem através
de ligacdes de hidrogénio, sendo que um dos seus componentes se comporta como
o receptor de ligacdo de hidrogénio (HBA) e o outro como doador de ligacdo de
hidrogénio (HBD). Em determinadas raz6es molares essas interagdes de hidrogénio
sdo capazes de causar uma reducdo no ponto de fusdo da mistura ideal desses
compostos. O uso de componentes naturais como aglcares e acidos organicos para
a mistura eutética forma os solventes eutéticos profundos naturais (NADES). A
variedade de combinacdes possiveis para formacédo de solventes eutéticos torna
possivel a modulagéo das propriedades fisico-quimicas de acordo com o interesse de
aplicacdo dos DES, como é o caso da miscibilidade do DES em &gua.

O presente estudo apresenta o uso de solventes eutéticos profundos naturais
como fase extratora para a técnica de microextracao liquido-liquido de membrana
porosa de fibra oca acoplada ao sistema de 96 pocos de extracdo como alternativa

para a determinacdo de biomarcadores de cancer de pulmdo em urina.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Hexanal e heptanal como biomarcadores de cancer de pulméao

O céncer com maior mortalidade em todo mundo é o de pulméo. Este tem
seus casos relacionados ao fumo ativo e passivo, histérico de doencas pulmonares,
poluicdo do ar e histérico familiar de cancer. Nos estagios iniciais pode nao existir
sintomas e quando apresentados podem passar despercebidos, como tosse, fadiga,
alteracao no apetite e disturbios do sono (HU et al., 2023). Estes fatores podem levar
a um diagndstico tardio e assim perdendo o melhor momento para o tratamento, ja
gue a intervencédo precoce reduz significativamente as taxas de mortalidade (HUANG
et al., 2022; MHANDU; MCGONIGLE, 2023). Atualmente o diagndstico de cancer de
pulmao é realizado através de exames como a tomografia computadorizada, raio-X
ressonancia magnética, tomografia computadorizada por emisséo de pésitrons (PET-
TC) seguido por uma biépsia com a retirada de parte do tecido a ser analisado
(CACKOWSKI et al., 2023; PFIZER, 2019).

Atualmente, estudos relacionam alguns compostos como biomarcadores de
cancer de pulmao, a fim de acelerar e simplificar o diagndéstico. Institutos Nacionais
de Saude definem biomarcadores como “caracteristica medida e avaliada como
indicador de processos bioldgicos normais ou patogénicos e respostas farmacolégicas
de uma intervencao terapéutica”. (SEIJO et al., 2019). Estas moléculas sdo de
extrema importancia para triagem, diagnéstico e prognéstico de tumores a fim de
auxiliar no tratamento precoce. Hexanal e heptanal, por exemplo, podem ser
metabolizados e secretados por tecidos tumorais e vém sendo relacionados a casos
de cancer de pulméo (HUANG et al., 2022).

Aldeidos, como o hexanal e o heptanal, sdo substancias organicas geradas a
partir de reac6es desencadeadas por radicais livres com lipidios celulares, os quais
sdo formados por conta do metabolismo. Estas moléculas organicas possuem uma
cadeia carbonica pequena, terminada em um centro carbonilico (OENNING et al.,
2017). Altas concentracfes desses aldeidos resultam em um grande estresse
oxidativo (YAZDANPANAH et al., 1997). Um estudo relacionou a presenca de 22
compostos organicos volateis, presentes na respiracdo, a pacientes com cancer de
pulméo, dentre eles o hexanal. Através de uma analise discriminante previu-se com
éxito 71,7% dos pacientes com cancer de pulmé&o (DENG; ZHANG; LI, 2004;

PHILLIPS et al., 1999). Outros estudos realizados mostram maiores concentracdes



19

de hexanal e heptanal em pacientes que apresentaram cancer de pulmao comparado
a pacientes saudaveis, conforme mostrado na tabela 1 (LI et al., 2005; ZHANG et al.,
2007).

Tabela 1. Faixas de concentracdo de hexanal e heptanal em urina de individuos saudaveis

e com cancer de pulméo.

Faixa de concentracao Faixa de concentracao
Aldeido em pacientes saudaveis | em pacientes com cancer
(nmol mL™1) de pulméao (nmol mL™?)
Hexanal 0,12 -0,97 0,99-6,70
Heptanal 0,09-1,30 2,50-6,40

Fonte: Oenning, 2017.

Estudos envolvendo aldeidos séo dificultados devido a sua alta volatilidade e
baixa absorcdo na regido do ultravioleta, necessitando assim de uma reacdo de
derivatizacdo prévia a anélise em HPLC-DAD(XU et al., 2011). As propriedades fisico-

quimicas dos analitos utilizados neste trabalho sao listadas na tabela 2.

Tabela 2. Propriedades fisico-quimicas do hexanal e heptanal.

Ponto de -
. _ Solubilidade
Analito FOrmula Estrutural Log P Ebulicéo
. (mg mL™)
(°C)
0
Hexanal Y\/\/ 1,8 129,6 5,64

H

0
Heptanal YW\ 2,3 307 1,00

H

Fonte: PubChem (2023). (PUBCHEM, [s.d.])

As reacOes de derivatizacdo do hexanal e heptanal para analise
cromatografica, sdo geralmente realizadas utilizando cloridrato de 0-2,3,4,5,6-
(pentafluorobenzil) hidroxilamina (PFBHA) e 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH). O
DNPH é o reagente mais utilizado quando os produtos da reacdo sédo analisados por
cromatografia liquida com deteccdo na regido do UV-Visivel, devido a presenca de

grupos croméforos no produto da reacéo de derivatizacdo. O derivatizante possui um
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grupo hidrazina (-NH-NH2), onde a amina reage com o carbono carbonilico presente
no aldeido e ocorre a formacéo de 2,4-DNPhidrazonas (LILI et al., 2010). A figura 1
mostra a reacao de derivatizagdo entre os aldeidos e o derivatizante utilizado, DNPH.

Figura 1. Reacdo de derivatizacao de aldeidos com DNPH.

O,N O,N

R ) H
omo + wann{ pios——> oS oy + b
H H

Aldeidos DNPH

Fonte: Adaptado de Oenning et al. (2017)

O uso do derivatizante DNPH acarreta na formagao de estereoisémeros (E,Z)
da 2,4-DNPhidrazonas, causados pela ligacdo dupla entre carbono e nitrogénio. A
isomerizacao € catalisada por um préton acido, além de sofrer influéncia da radiacéo
UV, e o fendbmeno pode ser observado pela alteracdo do ponto de fuséo e
deslocamento nos comprimentos de onda maximos dos analitos. Para contornar essa
problematica é utilizado um agente redutor que transforme a ligacdo dupla entre
carbono e nitrogénio em uma ligacdo simples. Alguns agentes redutores foram
desenvolvidos para essa finalidade, como cianoborohidreto de sdédio (NaBH3CN),
borohidreto de zinco/silica gel (Zn(BHa4)2/SiOz2) e piridina-borano (Pir-BHz). No entanto,
estudos presentes na literatura relatam que ajustes na fase movel podem minimizar
ou eliminar erros analiticos causados pela presenca destes isbmeros ao coeluir os
dois picos cromatograficos gerados pelos isbmeros (MORES, 2022; OENNING et al.,
2017; UCHIYAMA; INABA; KUNUGITA, 2011).

Este trabalho propde a nao utilizacdo de mais um reagente no decorrer do
preparo de amostras, tendo como base a funcionalidade do método sem o uso de
agente redutor observado em outros trabalhos. Dessa forma, atendendo a conceitos
da quimica analitica verde onde fatores como reducdo do uso de reagentes e
producdo de residuos devem ser levados em conta no desenvolvimento de um
método, além de ndo adicionar mais uma etapa no preparo de amostras que pode
aumentar erros analiticos (KAYA; CETINKAYA; OZKAN, 2022; MORES, 2022;
OENNING et al., 2017).

Mesmo que os produtos da reacdo de derivatizacdo sejam analisados por

técnicas cromatograficas acopladas a detectores sensiveis, as analises enfrentam
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problematicas referente a concentracdo dos analitos na amostra, além da
complexidade da mesma e, a fim de solucionar isto, procedimentos de preparo de
amostras, sdo necessarios (XU et al.,, 2010). Hexanal e heptanal podem ser
encontrados em matrizes biolégicas como urina, sangue, saliva, plasma e ar exalado.
As determinacdes destes analitos ocorrem utilizando variadas técnicas de preparo de
amostras como por exemplo microextracdo em fase sélida (SPME), microextracdo em
fase solida em headspace (HS-SPME), microextracdo adsortiva de headspace
magnético (M-HS-AME), e microextragcdo em barra adsortiva (BAUE) e andlises em

instrumentos analiticos como HPLC e GC, conforme mostrado na tabela 3.

Tabela 3. Estudos de determinacéo de hexanal e heptanal em amostras biol6gicas.

Técnica de
. Reagente de o
Amostra preparo de Instrumentacgéo L Referéncia
derivatizacéo
amostras
. (LIU; YUAN;
Urina MSPE-ISD HPLC-UV DNPH
FENG, 2015)
(ZHANG et al.,
Plasma PMME HPLC-DAD DNPH
2007)
(POLI et al.,
Ar exalado SPME GC-MS PFBHA
2010)
_ (AZORIN et al.,
Saliva M-HS-AME GC-MS -
2023)
(DENG,; LI;
Sangue HS-SPME GC-MS PFBHA
ZHANG, 2004)
Ar exalado SPME GC-FID - (YU et al., 2018)
_ (OENNING et
Urina BAUE HPLC-DAD DNPH
al., 2017)

Fonte: Autoria propria.

2.2 Preparo de amostras

No caso de matrizes complexas com compostos de diferentes propriedades,
como é o caso de amostras biolégicas pode-se conter uma variagdo grande de

interferentes. Além disso, essas matrizes muitas vezes nao sao adequadas a analise
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direta em instrumentacdes analiticas. Esses fatores sdo somados as baixas
concentracfes em que 0s compostos de interesse sao encontrados fazendo com que
uma etapa de preparo de amostras seja necessaria. A adicdo de mais uma etapa no
procedimento analitico pode resultar no aumento da quantidade de produtos quimicos
utilizados e na producéo de residuos. O grande objetivo de estudos sobre preparo de
amostras € atingir um patamar onde as analises possam ocorrer de forma rapida,
sensivel, seletiva para diversas matrizes sem abrir mao de técnicas mais verdes.
(KAYA; CETINKAYA; OZKAN, 2023).

Em andlises cromatograficas, as técnicas tradicionais de preparo de amostras
como extracdo em fase sélida (SPE) e extracdo liquido-liqguido (LLE), s&o
frequentemente encontradas como metodologias oficiais em agéncias internacionais.
Essas técnicas iniciam-se por um procedimento de extracdo através da sorcdo
seletiva dos analitos utilizando um material extrator, seguida da dessorcéo, que pode
ser térmica, diretamente no cromatografo, ou liquida, fazendo uso de solventes
(AUGUSTO et al., 2010).

O uso da técnica de SPE, onde a fase extratora estd em sua forma sélida,
possui vantagens, como bons resultados de reprodutibilidade e recuperacdes,
utilizando um método simples e que pode ser aplicavel a diferentes matrizes. No
entanto, estudos atribuem a SPE desvantagens como varias etapas com demanda de
tempo, uso de grande volume de solventes toxicos tanto para o analista quanto ao
meio ambiente, além de um alto custo para a aplicacdo (CARASEK; MORES;
HUELSMANN, 2022). Nos casos em que a fase extratora é um liquido, a técnica é
conhecida como LLE e possui ampla aplicabilidade, porém os fatores de pré-
concentragéo obtidos sao limitados devido as razdes de volume de solvente extrator
e de amostra serem limitadas, além de apresentar problemas na formacao de emulsao
e separacdo de fases levando a grandes tempos de preparo e também o uso de
grande volume de solvente que resulta em elevadas quantidades de residuos
organicos (CARASEK et al., 2018; PENA-PEREIRA; LAVILLA; BENDICHO, 2010).

Sistemas miniaturizados, como as técnicas de microextracao tém se mostrado
uma tendéncia no preparo de amostras, pois sdo altamente eficientes para extracéo
de pesticidas, drogas e biomarcadores. A miniaturizacdo de técnicas de preparo de
amostra pode reduzir tempo de analise, reduzir o volume de amostra e de solvente,
tornando a técnica mais verde (TABIBPOUR et al., 2020). Pawliszyn introduziu as

técnicas de microextracdo através da microextragdo em fase solida (SPME) em 1990,
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abrindo caminho para o desenvolvimento de outras técnicas de microextra¢cdo, como
a microextracdo em fase liquida (LPME) (CARASEK; MORES; HUELSMANN, 2022).

As técnicas de LPME fazem uso de pequenos volumes de solventes
organicos, como fase extratora, e de amostras (CUNHA; FERNANDES, 2018). A
LPME surgiu para contornar problemas encontrados na extracdo liquido-liquido e
pode ser utilizada de diversos modos como microextracao liquido-liquido dispersiva
(DLLME), microextracdo em gota Unica (SDME) e a microextracdo em fase liquida de
fibra oca (HF-LPME) a qual seré discutida na secdo seguinte (KANU, 2021).

2.2.1 Microextracdo em fase liquida de fibra oca (HF-LPME).

A HF-LPME foi apresentada em 1999, com a denominacdo de microextracao
liquido-liquido-liquido para analises de metanfetamina em urina e plasma. A
membrana liquida suportada (SLM) foi composta por 1-octanol impregnado nos poros
de uma membrana. A fase doadora, a amostra, foi ajustada para pH’s maiores. Ja a
fase receptora, contida dentro do lumen da membrana, foi ajustada para pH’s menores
(PEDERSEN-BJERGAARD; RASMUSSEN, 1999). Ap6s a insercdo do uso de
membranas como técnica de preparo de amostras, observou-se grande aplicabilidade
destas em amostras complexas ou com moléculas que possam interferir na eficiéncia
da extracdo (CARASEK; MERIB, 2015).

A microextracdo liquido-liquido-liquido posteriormente passou a ser
denominada como microextracdo em fase liquida de fibra oca (HF-LPME). Nesta
técnica ocorre a formacdo da membrana liquida suportada nos poros da membrana
hidrofébica, onde acontecera o processo de extracdo dos analitos seguido pela
migracdo destes para uma fase receptora presente no interior da membrana
(CARASEK; MERIB, 2015).

Essa técnica possui duas configuracOes utilizadas tradicionalmente, que
diferem pelo numero de fases presentes, de duas fases (HF(2)-LPME) e trés fases
(HF(3)-LPME). A membrana mais utilizada para a realizacédo da técnica é constituida
de polipropileno, e por isso possui caracteristicas hidrofébicas (CARASEK; MERIB,
2015).

Na HF(3)-LPME, ilustrada na figura 2 (A) os analitos migram da fase doadora,
que é a amostra, para uma fase receptora, que se encontra no limen da membrana,

passando por uma fase organica suportada nos poros da membrana, que é
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denominada membrana liquida suportada (SLM, do inglés supported liquid
membrane) e pode ser criada quando a membrana € mergulhada no solvente organico
hidrofébico como n-octanol ou tolueno. Com a SLM ja formada, o ajuste de pH das
fases doadora e receptora garante a transferéncia dos analitos entre as fases. A fibra
oca é preenchida com uma fase receptora aquosa onde o pH mantem os analitos em
sua forma ionizada, garantindo que estes nao retornem para a fase doadora. Ja a fase
doadora possui um pH onde os analitos estdo em sua forma neutra para facilitar a
interagdo com a SLM formada por um solvente organico, e assim obtém-se o sistema
com 3 fases. A extracdo é baseada na relacdo de equilibrio das concentrac6es dos
analitos entre as fases e pode ser demostrado na equacdo 1 (CARASEK; MERIB,
2015; HERCE-SESA; LOPEZ-LOPEZ; MORENO, 2021).

[analitos]amostra = [analitos]fase organica = [analitos]fase receptora (Eq 1)

Na configuracdo da HF(2)-LPME de duas fases, ilustrada pela figura 2 (B),
apos o solvente impregnar na fibra oca, um pedaco desta fibra € suportada por uma
seringa que contém o mesmo solvente dos poros da fibra e entdo o sistema é colocado
em contato com a amostra e 0s analitos, onde ocorrera a extragdo. O solvente
organico (fase organica receptora) presente tanto nos poros da membrana como no
[limen é responsavel pela extracdo. A relacdo de equilibrio estabelecida na HF(2)-
LPME entre os analitos na amostra e na fase extratora organica é representada na
equacao 2 (CARASEK; MERIB, 2015).

[analitos]amostra « [analitos]fase organica (Eq 2)
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Figura 2. llustracdo das configuracdes da HF-LPME.

Membrana
> impregnadakcgm «
solvente organico (]
=] Fase receptora
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aquosa o o > Analitos 208
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¥
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Fonte: Autoria propria.

O uso de membranas de polipropileno é feito devido as suas caracteristicas,
como a alta porosidade e sua hidrofobicidade, fatores importantes para garantir uma
interacdo forte com o solvente, o suficiente para que este mantenha-se suportado na
membrana durante o processo de preparo de amostras. Além da escolha da
membrana, alguns fatores sdo de importante avaliagdo para obtencdo de bons
resultados nessa técnica (CARASEK; MERIB, 2015).

A fase extratora € um parametro de extrema importancia para as técnicas de
microextracao, sendo que neste caso trata-se de um liquido, algumas caracteristicas
dele devem ser levadas em consideracdo para sua escolha, como a seletividade,
eficiéncia de extracdo, dissolucdo de gotas do liquido na amostra, evaporacao,
toxicidade e compatibilidade com a técnica analitica que serd utilizada. Para uma
escolha adequada € necessario ter conhecimento das propriedades tanto da fase
extratora quanto dos analitos a serem extraidos. Devido ao tempo necessario para
gue ocorra a transferéncia de massa dos analitos da amostra para fase extratora, o
tempo de extracdo é outro parametro que deve ser estudado em LPME, mesmo que
maiores sensibilidades e reprodutibilidades sejam atingidas quando existe a condi¢ao
de equilibrio, na LPME nédo € necessario o completo equilibrio para uma analise
precisa, sendo isto uma grande vantagem da técnica (OLASUPO; SUAH, 2022).

Outros parametros como temperatura, ajuste de pH e forga ibnica também

podem ser avaliados para observar suas influéncias nas extracdes. Em alguns casos
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0 uso da temperatura da amostra pode aumentar o coeficiente de difusdo dos analitos
e diminuir o tempo para que o equilibrio seja atingido, porém a temperatura afeta a
viscosidade da amostra e a solubilidade do solvente extrator na amostra podendo
levar a degradacgao da SLM. O pH pode estar diretamente relacionado com a eficiéncia
de extracao visto que se relaciona com a solubilidade dos analitos acidos ou basicos.
No sistema de HF(2)-LPME o ajuste de pH da amostra é responsavel por manter os
analitos em suas formas neutras a fim de facilitar a interagdo com o solvente orgénico.
Em analitos &cidos o pH deve ser mantido em 1,5 abaixo do pKa, j4 para analitos
basicos 1,5 acima do pKa, a fim de assegurar que os analitos estejam neutros. Ja para
os sistemas de trés fases, HF(3)-LPME o pH da fase receptora presente dentro do
limen da membrana é mantido de forma que garanta a ionizacdo dos analitos,
evitando que esses retornem para amostra e por isso a extragdo de compostos 4cidos
€ realizada em uma fase receptora basica enquanto que para compostos basicos a
fase receptora € acida (CARASEK; MERIB, 2015).

O ajuste da forca idnica pode levar a melhora de resultados de extracéo
dependendo do analito de interesse. O aumento da forga idnica pode promover o
efeito salting-out, em que a solubilidade dos analitos na amostra é reduzida na
presenca de sal e assim facilitando a migracdo destes para a fase extratora, nestes
casos pode-se observar melhoras nos resultados da extracdo. Porém a avaliacdo do
uso ou ndo deste parametro é necessario, visto que em alguns casos ele € um
parametro insignificante ou limitador para eficiéncia de extracdo (CARASEK; MERIB,
2015).

Algumas variacdes da HF-LPME ja foram desenvolvidas, como a extracéo por
membrana liquida de renovacéo de fibra oca (HFRLM), onde é adicionado o solvente
extrator na amostra para que ocorra a renovacao do liquido presente na membrana
durante a extracdo. Avancos na de HF-LPME ja sdo encontrados como a técnica
microextracdo em fase sélida protegida por membrana (MP-SPME), a extragdo por
eletromembrana (EME) e a microextracao liquido-liquido em membrana microporosa
de fibra oca (HF-MMLLE) sendo esta explorada pelo presente estudo. (CARASEK;
MERIB, 2015).

2.2.2 Microextragdo liquido-liquido em membrana microporosa de fibra oca
(HF-MMLLE).
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A partir do crescente interesse no uso de membranas Zorita, Barri e
Mathiasson propuseram uma nova configuracao para o uso de membrana como fase
extratora que foi denominada como microextracdo liquido-liquido de membrana
microporosa de fibra oca (HF-MMLLE). Esta técnica ofereceu uma extracao simples e
precisa, onde o solvente organico é imobilizado apenas nos poros da membrana como
fase receptora. Neste estudo inicial, a HF-MMLLE foi utilizada para determinar um
produto de degradacgdo toxico em amostras ambientais empregando um GC-MS. Para
0 preparo das membranas, foram utilizadas membranas de 1 cm, limpas em acetona
em ultrassom, e apés secas foram inseridas por completo em um suporte e
posteriormente impregnadas com o solvente extrator, em seguida foram submetidas
a extracdo (ZORITA; BARRI; MATHIASSON, 2007). A figura 3 ilustra a configuracéo
da extracao realizada no primeiro estudo utilizando HF-MMLLE.

Figura 3. llustracéo da técnica de HF-MMLLE.

<«——— Amostra aquosa

/\—— Suporte

<+————— Mebrana microporosa de
fibra oca

Agitador

Fonte: Adaptado de Zorita, Barri e Mathiasson (2007).

O uso do solvente organico como fase extratora faz com que esse tenha
grande destague na técnica, sendo a sua escolha um fator determinante para o
sucesso da extracdo. As propriedades do solvente como densidade, coeficiente de
particdo 1-octanol/agua (Kow), tenséo superficial, viscosidade, ponto de fusédo e
ebulicdo, solubilidade em agua, compatibilidade com o instrumento analitico e a
interacdo com os analitos e a membrana, além de questdes econémicas e ambientais
sao fatores importantes para sua sele¢édo. Os solventes comumente utilizados nesta
técnica séo 1-octanol, cloroférmio e tolueno (KOKOSA, 2019; MORELLI et al., 2020a).
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Procedimentos de HF-MMLLE s&o de facil aplicacdo, baixo custo, alta
eficiéncia de extracdo e utilizam um pequeno volume de solventes, usualmente
microlitros (OENNING et al., 2017). Com o surgimento do sistema de placas de 96
pocos de amostragem, é possivel acoplar a técnica de HF-MMLLE para aumentar a
frequéncia analitica do método, devido a possibilidade de se realizar 96 amostras
simultaneamente (LOPES et al., 2022).

Técnicas com membrana, como a HF-MMLLE possuem diversas vantagens
como a extragdo de diversos analitos em matrizes complexas. Em decorréncia disso,
crescentes estudos tém sido realizados explorando a técnica em diversas matrizes e
analitos. Estudos reportados na tabela 4 mostram a ampla aplicabilidade desta
técnica, visto que ela pode ser aplicada a uma ampla classe de analitos em diversas
amostras incluindo em matrizes complexas, como biologicas, alimenticias e
ambientais. A técnica introduzida por Zorita et al. (2007) mostra sua potencialidade
através dos estudos ja realizados que confirmam a eficiéncia de extracdo. Porém,
estudos ainda sao necessarios para que toda a potencialidade da técnica seja
conhecida, visto que esta possui uma grande versatilidade, devido a possibilidade do

uso de diversos solventes, amostras e analitos.

Tabela 4. Estudos utilizando a técnica de HF-MMLLE.

_ Solvente _
Analitos Amostra Instrumentacgéo Referéncia
extrator
Disruptores . (PIERRI et al.,
. Urina 1-octanol HPLC-DAD
endocrinos 2022)
Hidrocarbonetos
o . (HYDER et al.,
policiclicos Aerossois  n-undecano GC-MS 2011)
aromaticos
_ _ (LOPES et al.,
Hormonios Urina 1-octanol HPLC-FLD
2022)
Tolueno: (BEDENDO;
.. Suco de ' JARDIM;
Pesticidas laranja Ace;zlt;) de LC-MS/MS CARASEK,
) 2012)
_ Agua de
Hormonios ] _ _ (ZORITA;
_ torneirae  di-n-hexileter GC-MS
esterois HALLGREN,;

esgoto
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MATHIASSON
, 2008)
Contaminantes i _ (MORELLI et
Agua Timol:Canfora HPLC-DAD
emergentes al., 2020a)
(GARCIA-
Esteres ) LOPEZ;
Agua 1-Octanol GC-NPD .
organofosforados RODRIGUEZ;
CELA, 2008)
Hidrocarbonetos (PEREIRA-
o Extratos
policiclicos o Pd-NPs GC-MS COELHO et
_ lixiviados
aromaticos al., 2021)

Fonte: Autoria propria (2023).

A fim de atender a parametros da quimica analitica verde, novos solventes
tém sido desenvolvidos e estudados em técnicas de preparo de amostras, sendo um
deles os solventes eutéticos profundos (DES). Morelli et al (2020), utiliza um DES
obtido a partir da mistura de timol e céanfora para extracdo de 11 contaminantes
emergentes em amostras de agua, assim mostrando a compatibilidade dos DES com
a técnica. acoplada ao sistema semi-automatico de 96 pocos de extracdo (MORELLI
et al., 2020).

2.3 Solventes eutéticos profundos (DES)

Ja tem sido relatados estudos que relacionam os solventes organicos volateis
com riscos a saude (MASIH et al., 2017). Muitos solventes organicos tradicionais estao
relacionados a casos de cancer, problemas no sistema nervoso central e reprodutor,
mutacbes genéticas e danos ambientais. Alcoois como isopropanol, etilenoglicol e
metanol possuem toxicidade devido a formacdo e acumulo de acido formico gerado
pelo metabolismo do alcool, podendo levar a problemas de visdo. Ja solventes
organicos como benzeno e tolueno séo toxicos ao sistema nervoso central. Esses
solventes, quando néo tratados de forma adequada, causam graves danos ao meio
ambiente. E por conta disso esforgos tém sido realizados para substituicdo desses
solventes por solventes verdes que oferecam um menor risco ao analista e ao meio
ambiente (JOARDER et al., 2023).
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Com o crescimento do interesse pela quimica verde e seus principios,
solventes alternativos tém ganhado destaque, como os liquidos idnicos, os solventes
eutéticos profundos e solventes eutéticos profundos naturais. Os liquidos ibnicos, que
foram desenvolvidos com o intuito de atender como solventes verdes, passaram a
apresentar problemas como acumulo na natureza e biomagnificacdo. Estudos de
toxicidade dos liquidos ibnicos disponiveis na literatura, relatam carater toxico para
diversas linhagens celulares (JOARDER et al., 2023).

Os solventes eutéticos profundos foram introduzidos por Abbott et al. em
2001, como uma alternativa sustentavel para os solventes tradicionais. Abbott e
colaboradores misturaram cloreto de colina e ureia em baixas temperaturas e
obtiveram uma mistura transparente e de temperatura de fusdo baixa (ABBOTT et al.,
2001; DELLA POSTA et al., 2022; HU et al., 2023). Essa mistura de compostos
guando realizada em uma proporcdo molecular especifica leva a uma depressdo na
temperatura de fusdo de uma mistura ideal. Esse fendbmeno € frequentemente
atribuido a ligacGes de hidrogénio entre os componentes da mistura e interacées de
Van der Waals, onde ocorre uma deslocalizacdo de carga entre o anion chamado de
receptor de ligacdo de hidrogénio (HBA) e o doador de ligacdo de hidrogénio (HBD),
aliados a efeitos estéricos e contribuicdes idnicas (ESPINO et al., 2016; MARTINEZ;
TOWNLEY; MARTINEZ-ESPINOSA, 2022).

A Figura 4 ilustra a reducao do ponto de fusdo observada na formagéo do
DES, esse fenbmeno esta relacionado com a forca das ligacdes de hidrogénio,
maiores interacfes resultam em uma maior reducdo do ponto de fusdo, que é
contrabalanceado por um enfraguecimento de outras interacfes. Outros efeitos
podem estar relacionados com a formacao dos DES, como efeitos estéricos e ibnicos.
Abbott consolidou essa afirmacdo através de estudos de espectroscopia de
overhauser heteronuclear (HOESY RMN) e infravermelho com transformada de
Fourier (FT-IR) em DES de ureia e fluoreto de colina e cloreto de colina e glicerol,
onde é possivel observar respostas de viscosidade e condutividade caracteristicas de
uma rede intermolecular de ligacbes de hidrogénio (ABBOTT et al.,, 2003;
S. HAMMOND; T. BOWRON; J. EDLER, 2016). J4 Dai et al. mostra através de
espectroscopia de overhauser nuclear de hidrogénio (NOESY RMN) e FT-IR a
formacéao de ligacGes de hidrogénio em misturas eutéticas em NADES compostos de
alcoois e acidos carboxilicos (DAI et al., 2015; MARTINEZ; TOWNLEY; MARTINEZ-
ESPINOSA, 2022).
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Figura 4: llustracdo da reducao do ponto de fusao na formacao do DES.

A
Liquido A + Liquido B
T,A _
. T Ponto de congelamento ideal
=3
©
o ‘ B
L =
€ . |AT,
A Liquido A o
+ Liquido B
Solido A + Solido B
L\ Ponto
Solido A + Sélido B eutético

Fracao molar

Fonte: Martinez et al, 2022.

Algumas caracteristicas dos DES tém feito com que esses solventes sejam
uma alternativa atraente para os solventes organicos. Os DES sao considerados
ambientalmente amigaveis devido as suas caracteristicas como biodegradabilidade e
0 uso de compostos naturais para sua obtencdo, que resultam em uma menor
toxicidade desse solvente. Esses fatores associados a um baixo custo e simplicidade
na sua producao, torna-os solventes atrativos na substituicdo de solventes orgéanicos
tradicionais. Além disso, os DES podem possuir diferentes polaridades, baixa
volatilidade e pressao de vapor, estabilidade térmica e quimica, que séo atrativos para
escolha desse solvente (BASHIR et al., 2023). A sua diversidade se da pelo nimero
de combinacdes possiveis entre HBA e HBD (10°), atingindo assim uma ampla
aplicabilidade ja que suas propriedades alteram de acordo 0s componentes
participantes das ligacbes de hidrogénio, a razdo molar entre eles, polaridade,
temperatura e teor de agua (SILVA et al.,, 2019). Alguns compostos comumente
utilizados para obtencéo de solventes eutéticos profundos sdo apresentados na figura
5.
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Figura 5. HBA e HBD para obtencao de DES.

RECEPTOR DE LIGACAO DE HIDROGENIO (HBA)
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Fonte: Autoria prépria.

Compostos de origem natural como aminodcidos, acidos organicos, acucares,
alcoois e aminas que sdo metabdlitos primarios, podem ser usados na producéo dos
DES, que neste caso sdo conhecidos como solventes eutéticos profundos naturais
(NADES). Esses metabdlitos encontrados normalmente em células estdo envolvidos
em processos biolégicos e acredita-se que atuam como um meio liquido polar nas
células (PRABHUNE; DEY, 2023; USMANI et al., 2023). O preparo dos NADES se da
pela mistura dos componentes citados acima, que pode ser realizada a partir de uma
mistura de solugcbes aquosas concentradas de cada um dos componentes ou a partir
da mistura dos componentes solidos aquecida a temperatura determinada (PAIVA et
al., 2014).

Uma importante propriedade dos DES é sua miscibilidade em agua. Os
primeiros DES estudados apresentavam caracteristicas hidrofilicas devido a forte
ligacdo de hidrogénio entre HBA e HBD. Porém, a alta hidrofilicidade limitava suas
aplicacdes visto que ndo podiam ser utilizados em sistemas aquosos (TANG; AN;
ROW, 2021). A instabilidade dos DES hidrofilicos em agua resultava na perda do
solvente durante o processo de extracado devido a sua solubilidade na amostra (OSCH
et al., 2015).
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Acidos graxos de cadeias longas podem atuar tanto como HBA quanto HBD.
A combinacdo de acidos octanoico, nonanoico e decandico com acido dodecandico
em diferentes razdes molares é capaz de formar DES hidrofébicos estaveis
quimicamente (CAO; SU, 2021). A figura 6 ilustra as formulas estruturais desses

acidos participantes das misturas eutéticas hidrofdbicas.

Figura 6. Componentes de DES hidrofébicos.

acido nonandico acido decandico acido octandico

0

/\/\/\A/\)LOH

acido dodecandico

Fonte: Autoria propria.

Tendo em vista todos os beneficios oferecidos pelo uso dos DES como sua
flexibilidade de aplicacdo visto a possibilidade de obter diversas caracteristicas pela
alteracdo de um dos seus componentes, esse solvente tem despertado o interesse
em diversas areas de aplicacdo. Porém ainda existe espaco para pesquisadores
explorarem as potencialidades  deles (SULTHAN; REGHUNADHAN,;
SAMBHUDEVAN, 2023).

Uma é&rea onde os DES tém sido explorados € como solvente extrator para
técnicas de microextracdo. A tabela 5 traz algumas aplicacfes dos solventes eutéticos
profundos como fase extratora em técnicas de extracdo como LLE, DLLME e poucos
estudos deste solvente em técnicas que utilizam membrana como a HF-MMLLE,
mostrando a necessidade de exploracéo dessas técnicas. Em sua maioria, a literatura
descreve técnicas de microextracdo ndo automatizadas como a DLLME, que podem
acarretar em erros devido a manipulagdo humana e em uma menor frequéncia

analitica do método.
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Além disso, na tabela 5 é possivel observar a aplicabilidade deste solvente em
diversas matrizes, sendo elas alimenticias como leite, molho de pimenta e suco de
frutas, ambientais como &gua, biolégicas como plasma, urina e sangue, e
farmacéuticas. A compatibilidade destes solventes com diversas instrumentacdes
analiticas como HPLC e GC aumenta a aplicabilidade deste solvente. O uso de DES
hidrofébicos ainda é pouco explorado quando comparado a trabalhos com DES
hidrofilicos, por isso estudos envolvendo DES hidrofébicos sdo importantes para
conhecer suas aplicabilidades e aumentar a versatilidade desses solventes.

A atratividade do DES aumenta quando existe a possibilidade do uso da
técnica de microextracdo liquido-liguido de membrana microporosa de fibra oca
acoplada ao sistema de 96 pocos, onde € possivel realizar 96 extracdes simultaneas

e assim aumentar significativamente a frequéncia analitica.



Tabela 5: Aplicacdo dos solventes eutéticos profundos em preparo de amostra.
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Método de .
. Solvente eutético Instrumentacéo .
Analitos Amostra preparo de . Referéncia
extrator analitica
amostra
Contaminantes , Cloreto de colina: (MORELLI et al.,
Agua HF-MMLLE _ HPLC-DAD
emergentes timol 2020a)
_ . _ Cloreto de colina: (NUGBIENYO et al.,
Procainamida Saliva LLE _ HPLC-UV
Glicerol 2017)
o » i Cloreto de colina: ,
Acido carboxilico Agua USA-DLLME . GC-MS (MAKOS et al., 2018)
4-Metilfenol
Acido octanéico:
Compostos i o B
. Agua GA-LLME acido nonandico: HPLC-UV (YANG et al., 2019)
fendlicos o .
acido dodecanoico
Cetoprofeno e ) o (SHISHOV et al.,
. Figado EA-DLLME  Mentol: acido férmico HPLC-MS/MS
diclofenaco 2020)
o i Timol: (POCHIVALOV et al.,
Antibidticos Agua LLME . . HPLC-FLD
acido nonandico 2023)
Nsss1-Br: acido
Fluoroquinolinas Leite, mel e agua SO-DLLME decandico MECC (YU et al., 2020)
: Nsss1-Cl:
BTEX Agua SPME GC-FID (LI et al., 2020)

4-hidroxibenzoato
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Método de » ~
: Solvente eutético Instrumentacgéo L
Analitos Amostra preparo de o Referéncia
extrator analitica
amostra
) _ ) Cloreto de colina: (NUGBIENYO et al.,
Procainamida Saliva LLE . HPLC-UV
Glicerol 2017)
Ureia sintética e . . 5
Betaina: acido (DOGAN; ELIK;
Paracetamol amostras AS-LPME . UV-VIS
. oxalico ALTUNAY, 2020)
farmacéuticas
Acido nonanoico:
B-Caroteno e . .
T Suco de frutas LLME acido decanadico: HPLC-UV (LI et al., 2019)
icopeno _ .
acido undecanoico
_ (MOGHADAM;
_ _ Cloreto de colina:
Antidepressivos Plasma AA-EME . | HPLC-UV RAJABI; ASGHARI,
eno
2018)
_ Mentol: &cido (SHISHOQV et al.,
Corantes Molho de pimenta LLME » HPLC-DAD
hexandico 2023)
. Cloreto de colina: (LAMEI; EZODDIN;
Metadona Urina e sangue AAE-LLME GC-FID
TNO ABDI, 2017)

Fonte: Autoria prépria, (2023)
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver uma metodologia analitica utilizando a HF-MMLLE acoplado ao
sistema de 96 pocos de extracdo para determinacédo de aldeidos biomarcadores de
cancer de pulméo (hexanal e heptanal), em amostras de urina utilizando NADES como
fase extratora.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar diferentes DES e sua aplicabilidade para a técnica de HF-
MMLLE;

b) Otimizar a separacdo cromatografica do hexanal e heptanal em HPLC-
DAD;

c) Otimizar os parametros envolvidos na extracao (solvente extrator, tempo
de extracado, forma de derivatizacdo, quantidade de derivatizante e pH da amostra) e
dessorcdo da HF-MMLLE (solvente e tempo de dessor¢ao);

d) Determinar o0s principais parametros analiticos de mérito como
coeficiente de determinacao (R?), limite de quantificacdo (LOQ), limite de deteccao
(LOD), faixa linear de trabalho, precisédo intra e interdia e recuperacao relativa;

e) Aplicar a metodologia em amostras de urina para determinacdo de

hexanal e heptanal.



38

4 METODOLOGIA

4.1 MATERIAIS E REAGENTES

Os padrdes analiticos de alto grau de pureza (>99%) de hexanal e heptanal,
utilizados para o desenvolvimento do trabalho, foram adquiridos da Sigma Aldrich (St.
Louis, MO, EUA). Uma mistura dos analitos foi preparada na concentracao de 100 mg
Lt em metanol (MeOH) grau HPLC obtido da J.T. Baker (Mallinckrodt, NJ, EUA),
assim como acetonitrila (ACN) grau HPLC. A solucdo de derivatizante 2,4-
dinitrofenilhidrazina (DNPH) preparada em ACN na concentracdo de 2 g L* foi
adquirida da Sigma Aldrich. Para o preparo dos DES testados foram adquiridos timol
(298,5%), acido butirico (299%), acido decanoico (298%), acido dodecandico (GC,
299%), acido hexanadico (GC, 298%), acido levulinico (=98) e acido octandico (299%).
Solucdes de acido citrico (0,0192 g mL?) e fosfato de sddio (0,0285g mL 1) utilizadas
para o preparo da solugdo tampédo foram preparadas com sais obtidos da Vetec
(Duque de Caxias, RJ, Brasil). Solucdes de acido cloridrico e hidréxido de sadio,
ambos 0,1 mol L1, foram utilizadas para ajuste de pH (VETEC, Rio de Janeiro, Brasil).
A membrana oca de polipropileno PP300/1200 Accurel® com 1,2 mm de didametro
interno, 300 um de espessura, 0,2 ym de tamanho do poro foi obtida da Membrane

(Wuppertal, Germany).

4.2 INSTRUMENTACAO

Foi utilizado um cromatégrafo liquido modelo LC-20AT (Shimadzu, Kyoto,
Japao) equipado com um detector de arranjo de diodos (DAD) modelo SPD-M20A,
injecdo manual modelo Rheodyne 7725i (Rohnert Park, CA, EUA) e loop de injecao
de 20 yL. A separacgao foi realizada em uma coluna Supelcosil C-18 (250 mm x 4,6
mm d.i., 5 ym de tamanho da particula) a um fluxo de 1mL min-l. A fase mével foi
constituida de 88% de metanol (A) e 12% de agua (B). Esta condi¢cdo foi mantida
durante os 10 minutos de corrida em modo isocratico. A deteccao e quantificacdo dos
analitos foi realizada em detector de arranjo de diodos (DAD) monitorados no
comprimento de onda de 360 nm.
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4.3 PREPARO DA MEMBRANA DE POLIPROPILENO E DO SOLVENTE
EXTRATOR

Foi adaptado o procedimento descrito por MORELLI et al. (2020) para
preparar as membranas de polipropileno utilizadas. Os tubos de polipropileno (PP)
foram cortados com 1 cm de comprimento e, com o intuito de eliminar possiveis
interferentes, foram lavados em ACN:MeOH (1:1) durante 10 minutos em banho
ultrassénico e por fim secos em estufa. Para o processo de impregnacao, os tubos
foram inseridos no pente do sistema de 96 pocos de extracdo conforme figura 7,
garantindo que a membrana tenha seu interior totalmente ocupado pelo pente. As
membranas sdo imersas em 300 pL de DES para impregnacdo, e mantidas sob
agitacao por 10 minutos.

Figura 7: Esquema de preparo das membranas de polipropileno.

AR

Membranas acopladas aos pinos

Tubos cilindricos de PP Membranas com 1cm

b

Acoplamento do pente ao sistema Impregnacao do solvente

Fonte: Pierri (2022).

O preparo dos solventes eutéticos profundos hidrofébicos foi realizado de
acordo com Morelli (2023). As misturas foram realizadas com diferentes HBAs e HBDs
em suas fracdes molares, conforme descrito na Tabela 6. A mistura foi mantida em
aquecimento a 60°C durante 2 h sob agitacdo. Apos a mistura retornar a temperatura
ambiente, foi verificado se a mesma se mantinha de forma homogénea.
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Tabela 6. Solventes eutéticos profundos estudados.

DES HBA HBD Frac6es molares
(HBA:HBD)
CAN:TY Canfora Timol 1:1
DODECA:BUT Acido Dodecandéico Acido Butirico 1:3
DODECA:HEX Acido Dodecandéico Acido Hexandico 1:3
LEV:TY Acido Levulinico Timol 1:1
DODECA:OCT Acido Dodecanéico Acido Octanodico 1:3

Fonte: Autoria préopria (2023).
CAN - Canfora; BUT — acido butandico; DODECA — acido dodecanéico; HEX- acido hexanoico; LEV-

acido levulinico; TY- timol; OCT: acido octandico.

4.4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL OTIMIZADO.

A urina teve seu pH ajustado em 6 e entdo centrifugada a 3000 rpm durante
5 minutos, para precipitacdo das proteinas presentes na urina. As membranas foram
impregnadas em 300 pL de DES (acido dodecandico: acido hexandico) durante 10
minutos sob agitacdo. ApOs o processo de impregnacao, as extracdes ocorreram sob
agitacdo em 1,5 mL de urina em poc¢os de extracdo com capacidade maxima de 2 mL
por 60 minutos. Posteriormente, foi realizada a derivatizacdo dos aldeidos, utilizando
uma solucdo de DNPH e solucéo tampao &cido citrico-hidrogenofosfato dissédico, em
pocos com capacidade maxima de 500 pL durante 30 minutos sob agitacdo. Os pocos
de 500 pL foram substituidos para a dessorcédo, que ocorreu em 300 pL solvente de
dessorcdo (ACN:MeOH 1:1) durante 5 minutos sob agitacdo. As analises foram
realizadas utilizando um HPLC-DAD. O procedimento experimental otimizado é

mostrado na figura 8.
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Figura 8: Procedimento experimental otimizado.
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Fonte: Autoria propria (2023).

4.5 OTIMIZACOES DA TECNICA HF-MMLLE

As otimizacdes do método foram realizadas de forma uni e multivariadas. O
programa Excel e o software Statsoft Statistica 7 foram utilizados para planejamento
de experimentos e analise de resultados, onde a média da area normalizada dos picos
cromatograficos foi utilizada para andlises univariadas e a média geométrica das

areas dos analitos foi utilizada para planejamentos multivariados.

4.5.1 Otimizacédo do solvente extrator (DES)

Os solventes eutéticos profundos hidrofébicos foram selecionados
previamente, buscando a melhor eficiéncia de extragdo. Foram avaliados 5 solventes
extratores, que estéo listados na tabela 4. Neste primeiro momento alguns parametros
foram fixados para o estudo do solvente extrator, sendo eles: modo de derivatizagéo,
quantidade de derivatizante, solvente de dessorcdo, tempo de extracdo e de
dessorgdo. Para reacéo de derivatizacdo, a propor¢ao estequiométrica aldeido:DNPH
foi fixada em 1:4. A derivatizacao foi realizada previamente, onde 1,5 mL de tampéao
foram adicionados a 10 mL de urina fortificada com 500 pg L dos analitos e a mistura

foi centrifugada durante 5 minutos a 3000 rpm e posteriormente adicionado 37uL de
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DNPH, mantendo uma proporcéo (1:4). E entdo manteve-se sob agitacéo pelo periodo
de 45 minutos. Os solventes foram impregnados ha membrana e submersos em pogos
de extragao contendo 1,5 mL da urina com os analitos previamente derivatizados e
mantidos em agitagao durante a extragéo por 45 minutos. Posteriormente foi realizada
a dessorcdo em pocos de capacidade maxima de 500 pL, utilizando 300 pL de
solvente de dessor¢do ACN:MeOH (1:1) (v/v), mantido sob agitacéo por 15 minutos e

por fim o solvente de dessorcéo foi injetado no HPLC-DAD.

4.5.2 Otimizagdo do modo de derivatizagéo.

Trés modos de derivatizacdo foram avaliados, sendo a derivatizacdo dos
analitos antes do processo de extracdo, in situ, ou seja, durante o processo de
extracdo, e depois do processo de extracdo. O solvente extrator utilizado foi a mistura
de &cido dodecandico: &cido hexandico (DODECA:HEX) (1:3). A propor¢do molar de
derivatizante foi fixada em 1:4 (aldeido:DNPH).

Para a derivatizacdo antes da extracdo foram adicionados 1,5 mL de tampé&o
a 10 mL de urina fortificada em 500 pg L? e centrifugada durante 5 minutos a 3000
rpm. Ao sobrenadante foram adicionados 37 pL de DNPH e essa mistura foi mantida
sob agitacéo por 45 minutos. Posteriormente 1,5 mL dessa solucgéo foi transferida para
0s pocos de extracdo. Com a membrana previamente impregnada com solvente
extrator, o tempo de extracdo foi de 45 minutos. A dessorcéo foi realizada em 300 pL
de ACN:MeOH (1:1) durante 15 minutos.

Para realizacdo da derivatizacao in situ, o DES e DNPH foram juntamente
impregnados na membrana, esse processo foi realizado utilizando uma mistura de
288 UL de DES e 12 pyL de DNPH, onde a membrana foi submersa durante 10 minutos,
sob agitacao. Foi adicionado 1,5 mL de tampé&o a 10 mL de urina fortificada a 500 pg
L1, e esta solucéo foi centrifugada durante 5 minutos a 3000 rpm. Foram transferidos
1,5 mL do sobrenadante aos pocos de extracdo. A extracdo foi mantida por 45 minutos
e seguida de 15 minutos de dessor¢cdo em 300 pL de ACN:MeOH (1:1), ambas sob
agitacao.

Para a derivatizacdo apds o procedimento de extracdo, a membrana foi
impregnada em 300 uL de DES durante 10 minutos. A urina fortificada a 500 pg L™ foi
submetida a centrifugagéo durante 5 minutos a 3000 rpm. E entéo foi adicionado 1,5

mL do sobrenadante nos pocos de amostragem e mantido sob agitacado durante 45
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minutos para extracdo. Por fim, a derivatizacdo foi realizada utilizando 294 pL de
tampéo e 6 L de DNPH, a solucéo foi mantida sob agitacdo durante 45 minutos. Em
seguida, em novos pocos de amostragem foi realizada a dessor¢cdao em 300 pL
ACN:MeOH (1:1) durante 15 minutos.

4.5.3 Otimizacéo do solvente e tempo de dessorc¢éo.

A otimizacdo do solvente de dessorcdo foi realizada utilizando uma
abordagem multivariada através de um planejamento Simplex Lattice de 9
experimentos, sendo o ponto central realizado em triplicata conforme descrito pela
tabela 6. As condicbes fixadas para este estudo foram 300 pL de DES
(DODECA:HEX) para impregnar a membrana por 10 minutos, tempo de extracédo de
45 minutos, a derivatiza¢do ocorreu ap6s o processo de extracao utilizando 300 uL de
tampéao e 6 uL de DNPH durante 45 minutos e o tempo de dessorcéo foi fixado em 15
minutos. Os solventes estudados foram acetonitrila (ACN), metanol (MeOH) e acetato
de etila (Ac.Et).

Tabela 7. Planejamento simplex Lattice para otimizac&o de solvente de dessorgéo.

Experimento ACN (%) MeOH (%) Ac.Et (%)

1 100 0 0

2 0 100 0

3 0 0 100

4 50 50 0

5 50 0 50

6 0 50 50

7 33,3 33,3 33,3

8 33,3 33,3 33,3

9 33,3 33,3 33,3

Fonte: Autoria propria (2023).

Utilizando as otimizacgdes realizadas previamente, foi estudado de forma
univariada o tempo de dessor¢cédo. Foram avaliados os tempos de 5, 15, 30 e 45

minutos, todos foram realizados em triplicata.
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4.5.4 Otimizacdo dos parametros de extracao.

Para avaliacdo dos parametros de extracdo, como pH, quantidade de
derivatizante, tempo de derivatizagdo e tempo de extracdo foi utilizado um
planejamento fatorial completo 24. Variou-se pH (2, 6 e 10), quantidade de
derivatizante (proporcédo molar de 1:1, 1:5 e 1:9), tempo de derivatizacéo (30, 45 e 60

min) e tempo de extracdo (15, 45 e 75).

Tabela 8. Planejamento fatorial completo para estudo dos pardmetros de extracéo.

Experimento pH Tempo de Quantidade de Tempo de
derivatizacao derivatizante extracao (min)
(min)
1 2 30 1 15
2 10 30 1 15
3 2 60 1 15
4 10 60 1 15
5 2 30 9 15
6 10 30 9 15
7 2 60 9 15
8 10 60 9 15
9 2 30 1 75
10 10 30 1 75
11 2 60 1 75
12 10 60 1 75
13 2 30 9 75
14 10 30 9 75
15 2 60 9 75
16 10 60 9 75
17 6 45 5 45
18 45 5 45
19 6 45 5 45

Fonte: Autoria propria (2023).
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A fim de avaliar de forma mais precisa as variaveis determinadas como
significativas com este planejamento foi proposto um novo planejamento. Para isso,
foram avaliados pH, tempo de extracéo e quantidade de derivatizante, sendo que 0s
niveis dessas variaveis foram ajustados de acordo com o que foi observado no
planejamento fatorial completo. Foi realizado um planejamento Box-Behnken com 15
experimentos, onde o pH foi avaliado variando de 3 a 6, o tempo de extracéo de 60 a
90 minutos e a quantidade de derivatizante variando de uma propor¢cdo molar de 1:10
a 1:30 (aldeido:DNPH). A tabela 9 apresenta os experimentos realizados neste

planejamento.

Tabela 9: Planejamento box-behnken para pH, tempo de extracéo e quantidade de

derivatizante.
Experimento pH Tempo de Quantidade de
extragcdo (min) derivatizante
1 3 60 1:20
2 6 60 1:20
3 3 90 1:20
4 6 90 1:20
5 3 75 1:10
6 6 75 1:10
7 3 75 1:30
8 6 75 1:30
9 3 60 1:10
10 6 90 1:10
11 5 60 1:30
12 5 90 1:30
13 5 75 1:20
14 5 75 1:20
15 5 75 1:20

Fonte: Autoria propria (2023).

4.6 PARAMETROS ANALITICOS DE MERITO
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A partir de curvas de calibracdo construidas para cada um dos dois analitos,
obteve-se os parametros analiticos de mérito como limite de deteccdo (LOD) e de
quantificacdo (LOQ), faixa linear de trabalho e coeficiente de determinagao (R?). As
curvas de calibracdo foram construidas diretamente na matriz de urina de uma
voluntaria em 6 niveis de concentracdo em triplicata. O limite de quantificacdo (LOQ)
foi assumido como a primeira concentracdo da faixa linear de trabalho enquanto o
limite de deteccao (LOD) foi considerado como sendo o LOQ dividido por 3,33 (WILL
et al., 2021).

A precisdo do método foi avaliada através de ensaios de precisao intradia e
interdia realizados em trés niveis de concentracdo (100, 400 e 800 ug L) em triplicata
em um dia (n=3) e em trés dias (n=9), respectivamente. Os resultados destes
experimentos foram avaliados através dos desvios padrdes relativos (RSD) para a
medida de cada analito em cada concentracdo. A exatiddo do método foi avaliada
através de ensaios de recuperacao relativa em dois niveis de concentracdo em
triplicata (100 e 500 pg L) realizados em duas amostras de urina de voluntarios

saudaveis.

4.7 APLICACAO EM AMOSTRA

A aplicabilidade do método foi avaliada em 3 amostras de urina de
voluntarios ndo fumantes e saudaveis, sendo 2 do sexo feminino e 1 do sexo
masculino, de 26, 27 e 28 anos. Para a aplicacdo do método utilizou-se a primeira
urina do dia, coletada em frascos de PTFE e mantidos sob refrigeracédo a 4°C até
sua utilizag&o. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade
Federal de Santa Catarina sob o nimero de 11300913718.3.0000.0121.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 SEPARACAO CROMATOGRAFICA

A separacdo cromatogréafica foi realizada utilizando modo isocratico, com
proporcdes de agua e metanol como fase moével. Para avaliagdo dos tempos de
retencdo dos analitos, solugées individuais de hexanal e heptanal de 1 mg L - foram
derivatizadas utilizando solugdo de DNPH em proporgé&o molar com os analitos de 1:4

(aldeido:DNPH). Apos a identificacdo dos tempos de retengédo de cada analito, uma
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mistura de hexanal e heptanal de 1 mg L™ foi submetida ao processo de derivatizacdo
descrito anteriormente e entdo analisada em HPLC-DAD. O cromatograma da
separacdo cromatogréafica € mostrado na figura 9. A corrida cromatogréfica totalizou

10 minutos.

Figura 9: Separacgéao cromatografica dos analitos derivatizados (1 mg L) em 360 nm.

mAL Max intensdty : 10,132
Onendnm (1.00)
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%

Fonte: Autoria préopria (2023).

5.2 OTIMIZACAO DO SOLVENTE EUTETICO PROFUNDO EXTRATOR

A interacdo adequada entre os analitos estudados com a fase extratora € de
extrema importancia para obter um bom desempenho na extragdo. Portanto, para o
desenvolvimento de uma metodologia analitica eficiente o estudo do solvente extrator
foi realizado primeiro. Esse estudo leva em conta as propriedades fisico-quimicas da
fase extratora, como baixa volatilidade, insolubilidade na matriz de interesse,
seletividade para os analitos, viscosidade adequada e compatibilidade com a técnica
de microextracao e instrumentacao analitica que serao utilizadas (CARASEK; MERIB,
2015).

Devido a hidrofobicidade dos analitos e a caracteristica aquosa da matriz, os DES
escolhidos, para avaliar a melhor fase extratora, possuem caracteristicas hidrofébicas,
nao possuem volatilidade relevante e apresentam uma viscosidade adequada para
gue se mantenham impregnados nha membrana porosa, caracteristica crucial para uso
na técnica de HF-MMLLE (MORELLI, 2023).
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Para a selecdo do solvente extrator ideal foram avaliadas misturas de acido
dodecanoico e acido octandico, timol e canfora, acido dodecandico e acido butirico,
acido dodecandico e acido hexandico, acido levulinico e timol. Além disso, foi avaliado
a extragao realizada somente pela membrana para observar o ganho de sinal quando
o DES é utilizado. Para avaliagdo dos resultados foram utilizadas as meédias
aritméticas da area de sinal normalizada para cada um dos analitos. A figura 10

apresenta o gréafico de barras obtido para a otimizacédo do solvente eutético profundo.
Figura 10: Resultados obtidos para a otimizacao do solvente eutético profundo como fase
extratora.
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Fonte: Autoria propria (2023).

Através do gréfico de barras, as maiores respostas para extracdo utilizando
encontra-se com o uso do DES &cido dodecandico e acido octandico porém esse DES
apresentou formacao de particulas sélidas durante a extracdo. Observa-se também
gue o erro relacionado a essa medida é grande e poderia resultar em consequéncias
para a precisdao do método. Para assegurar a confiabilidade dos resultados, o DES
escolhido para seguimento no desenvolvimento do trabalho foi a mistura entre acido
dodecandico e acido hexanoico em proporcao 1:3. Uma analise de variancia com nivel
de confianca de 95% foi realizada, comprovando a diferenca néo significativa entre o

DES &cido dodecandico: acido octandico e acido dodecandico: acido hexandico, os
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resultados podem ser observados na tabela 10 e 11, onde os valores de F sédo
menores que o F critico . Devido a caracteristicas estruturais dos componentes do
DES e dos analitos, como ilustrado na figura 11, os resultados obtidos justificam-se
pelas caracteristicas apolares do &cido dodecandico e &cido hexanodico devido a
cadeia carbonica longa e linear, que facilitam a interacdo com os analitos hexanal e

heptanal, também apolares.

Tabela 10: Resultados obtidos pela analise de variancia para hexanal (ANOVA).

Fonte da »
L SQ gl MQ F valor-P F critico
variacao
Entre grupos 366414090,7 1 3,66E+08 0,565107 0,494023 7,708647

Dentro dos

2593590997 4 6,48E+08
grupos

Total 2960005087 5

Fonte: Autoria prépria (2023).

Tabela 11: Resultados obtidos pela analise de varidncia para heptanal (ANOVA).

Fonte da )
o SQ gl MQ F valor-P F critico
variagao
Entre grupos 977339488,2 1 9,77E+08 3,820692 0,122302 7,708647

Dentro dos

1023206709 4  2,56E+08
grupos

Total 2000546198 5

Fonte: Autoria propria (2023).
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Figura 11: Férmulas estruturais dos componentes do DES e dos analitos, hexanal e
heptanal.
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Fonte: Autoria propria.

Como mostrado na figura 12, € possivel perceber uma alteracdo no aspecto

visual da membrana antes e apds a impregnacao como confirmacéo da imobilizacéo
dos DES na membrana microporosa.

Figura 12: Membranas de PP antes da impregnacéo e apds a impregnagédo do DES.

‘. '
3

Fonte: Autoria propria (2023).
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O DES (DODECA:HEX) selecionado neste trabalho foi caracterizado por Pierri
(2022). Os autores relatam a confirmacéo da formacéo da interacéo presente no DES
através de andlises de calorimetria exploratoria diferencial (DSC), espectroscopia de
infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR) e termogravimétricas (TGA).

Os resultados obtidos por essas analises sdo discutidos neste estudo. A
analise de calorimetria exploratoria diferencial permite confirmar a formacédo do DES
através da reducdo do ponto de fusdo dos compostos da mistura separadamente
(LEKSINA et al., 2023). A magnitude da diferenca do ponto de fusdo dos compostos
puros para o ponto de fusdo da mistura eutética mostra a forca da interacao entre
HBA e HBD, onde interac6es mais fortes resultam em uma maior diferenca de ponto
de fuséo (SMITH; ABBOTT; RYDER, 2014).

Os pontos de fusdo dos componentes individuais da mistura, sado de -3,4°C
para o acido hexandico e de 43,8°C para o acido dodecandico (PUBCHEM, [s.d.]). O
resultado de DSC obtido por Pierri (2022) mostra que existe uma reducéo do ponto de
fusdo dos componentes quando estes sdo misturados na propor¢cdo molar de (1:3)
acido dodecandico: acido hexandico e seu o ponto de fusdo reduz para -11,53 °C,
confirmando entédo a existéncia de uma mistura eutética.

Na Figura 13 pode-se observar o espectro de infravermelho dos componentes
do DES de forma separada, acido hexandico e acido dodecandico, e apds a mistura
dos componentes e formacgao da mistura eutética, obtidos por Pierri (2022). AFT-IR é
uma outra importante ferramenta para identificacdo de compostos desconhecidos. A
investigacdo de estruturas complexas como os DES através de FT-IR é considerado
um método Util e valioso (GHAEDI et al., 2017). A regido de 3300 cm™ a 2500 cm?
observa-se uma banda alargada em todos os espectros, essa banda é caracteristica
de deformacdes axiais da ligacdo O-H provenientes do acido carboxilico. As bandas
de deformacéo axial C-H ocorrem na regiéo de 3000 a 2840 cm™ do espectro, porém
no caso dos compostos analisados as bandas C-H podem ser sobrepostas pela banda
larga de ligacGes O-H. A ligacéao de hidrogénio é capaz de alterar as frequéncias da
carbonila. No caso de ligagdes X-H, onde o X € o grupo doador de prétons, as bandas
sdo deslocadas para frequéncias menores. Observa-se na figura 13, bandas
pronunciadas em 1713 e 1823 cm™ para os espectros de acido hexandico e acido
dodecandico respectivamente, essa banda é atribuida ao estiramento C=0. Ja na
mistura eutética, essa banda é observada em 1699 cm, o que é explicado pela

formacéo da ligagdo de hidrogénio, interacdo presente entre as moléculas de &cido
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dodecandico e acido hexandico no DES (PIERRI, 2022; SILVERSTEIN, R.M;
WEBSTER, F.X, 2000) .

Figura 13: Infravermelho do &cido hexandico, acido dodecandico e a mistura eutética entre

eles.
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Fonte: Pierri (2022).

A TGA é uma andlise térmica onde as alteracBes de propriedades fisicas e
quimicas do material estudado sao observadas através do aumento da temperatura
em taxa constante, em funcao do tempo e assim € possivel observar a decomposi¢cao
do material (GHAEDI et al., 2017). As anélises de TGA também foram utilizadas como
caracterizacdo dos DES. Através dos resultados da TGA obtidos por Pierri (2022)
obteve-se o perfil de degradacdo do DES quando este € aquecido. No termograma
com as curvas de TGA, Pierri (2022) observou uma perda de 95% de massa entre
80°C e 230°C justificado pela degradacao do DES em temperaturas maiores de 80°C.
Através destes resultados tém-se o conhecimento da temperatura onde o DES

mantém seu estado liquido e pode ser utilizado como um solvente extrator.

5.3 OTIMIZACAO DO MODO DE DERIVATIZACAO
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Devido a importancia do processo de derivatizacdo para as analises de
hexanal e heptanal em HPLC-DAD, um estudo do procedimento de derivatizacao foi
realizado. Foi avaliado a eficiéncia da extragdo quando a derivatizagdo ocorria antes,
durante (in situ) ou depois do processo de extracdo. As respostas das areas
normalizadas dos picos cromatograficos obtidas com esses experimentos sao

apresentadas na Figura 14.

Figura 14: Resultados de otimizacdo do modo de derivatizacéo.
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Fonte: Autoria propria (2023).

A figura 14 apresenta melhores resultados quando a derivatizacdo ocorre
apos o procedimento de extracdo. Para os resultados observados na derivatizacédo
antes da extracdo, esse fato pode ser ocasionado por um provavel impedimento
estérico durante a migracdo de moléculas j4 derivatizadas da matriz para a
membrana, devido ao tamanho da estrutura da molécula apos a reacao, representada

na Figura 15.

Figura 15: Moléculas de aldeidos ap6és reacéo de derivatizagdo com DNPH.
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Fonte: Adaptado de Oenning, 2017.
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Ja para extracao in situ € possivel que ocorra uma saturacdo dos sitios ativos
de extracdo na membrana por moléculas de DNPH, essa interacdo membrana e
DNPH pode ser tao efetiva que possivelmente prejudique a reagéao de derivatizagao.
Quando a derivatizacdo de hexanal e heptanal € realizada ap6s a interacdo dos
analitos com o DES, observa-se um melhor desempenho no método, este fato pode
ocorrer devido as caracteristicas alifaticas do DES (DODECA:HEX) oferecerem
melhor interacdo com os analitos, também com cadeias alifaticas, e entdo com essa

interacdo ja consolidada a derivatizacdo ocorre de forma mais efetiva.

5.4 OTIMIZACAO DO SOLVENTE DE DESSORCAO

Para bons resultados em uma analise instrumental € necessario que 0
solvente de dessorcao analisado além de compativel com o instrumento, seja capaz
de solubilizar os constituintes do DES utilizado. A fim de estudar o melhor solvente,
foi realizado um planejamento simplex lattice onde a composi¢cdo dos solventes
acetonitrila, metanol e acetato de etila foi avaliada. Os parametros como solvente de
extracdo (DODECA:HEX), derivatizacdo com 6 uL de DNPH ap0s o processo de
extracdo durante 45 minutos, a extracdo em urina fortificada com 500 pg L durante
45 minutos e o tempo de dessorc¢ao por 15 minutos foram fixados.

A superficie de resposta apresentada na Figura 16 foi obtida utilizando a
média geométrica da area dos picos cromatograficos e construida com auxilio do
software Statsoft Statistica. O coeficiente de determinacéo de 0,9292 indica o ajuste
dos dados ao modelo matematico, onde € possivel observar as melhores respostas
utilizando uma mistura de 50% metanol e 50% acetonitrila. Considerando a polaridade
do acido dodecandico (log Kow 4,60) e hexandico (log Kow 1,92) esperava-se que 0
acetato de etila (log Kow 0,73) fosse o solvente que melhor solubilizasse o DES,
porém observa-se que melhores respostas sdo encontradas ao fazer uso da mistura
entre metanol: acetonitrila (50:50). Este fato pode ser explicado pela polaridade
intermediaria da acetonitrila (log Kow -0,34) e metanol (log Kow -0,77), facilitando a
interacdo também com a parte polar dos &cidos carboxilicos e assim favorecendo a
solubilizag@o do solvente extrator nos solventes de dessorcao, sendo possivel assim
remové-lo, junto com os analitos, da membrana, fato também observado com o

retorno da coloragcdo da membrana como apresentada antes da impregnacao do DES.
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Figura 16: Superficie de resposta obtida para a otimizacao do solvente de dessorcao.
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Fonte: Autoria propria (2023).
5.5 OTIMIZACAO DO TEMPO DE DESSORCAO

A fim de garantir uma condicdo compromisso entre eficiéncia de dessorcao
dos analitos sem comprometer a frequéncia analitica do método, um estudo do tempo
de dessorcao foi realizado. O tempo de dessorcao foi avaliado de forma univariada,
onde foi avaliado 5, 15, 30 e 45 minutos de dessorcdo. Os outros parametros foram
fixados como solvente de extracdo (DODECA:HEX), derivatizacdo com 6uL de DNPH
apo6s a extracdo em urina fortificada com 500 pg L* durante 45 minutos, tempo de
extracdo de 45 minutos e dessor¢cdo em solvente metanol:acetonitrila (50:50) por
tempos variados. A Figura 17 apresenta os resultados através da area do pico

cromatografico normalizada para os tempos estudados.
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Figura 17: Resultados da otimizacdo do tempo de dessorcao.
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Fonte: Autoria prépria (2023).

Observa-se que os melhores resultados para ambos os analitos sdo obtidos
guando se faz uso de 5 minutos de dessorgéo. As Tabela 12 e Tabela 13 mostram a
analise de variancia com nivel de confianca de 95%. No caso do hexanal o F calculado
foi maior que o F critico, assegurando diferenca significativa para 5 minutos. Para o
heptanal, o F calculado foi menor que o F critico, indicando diferenca néo significativa.
Considerando os estudos estatisticos entre os tempos de 5 e 30 minutos, o tempo
otimo de dessorcdo foi de 5 minutos. . O tempo de 5 minutos foi suficiente para
remover o DES e analitos presentes na membrana. Nos tempos maiores consegue-
se observar uma queda nas respostas. Isso pode ser resultado da volatilidade dos
analitos, onde menores tempos de dessor¢édo reduz a perda de analitos somado a
uma retroextracdo dos analitos dessorvidos para a membrana (MORELLI et al.,

2020b). O mesmo fendmeno é observado por Oenning (2017), onde melhores

respostas sdo encontradas em menores tempos de extragdo (OENNING et al., 2017).

Tabela 12: Andlise de variancia para estudos do tempo de dessorcao para o analito

hexanal.

Fonte da .
o SQ gl MQ F valor-P F critico
variacao

Entre grupos 141E+08 1 1,41E+08 12,09831 0,025392 7,708647
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Dentro dos

46720465 4 11680116
grupos
Total 1,88E+08 5

Fonte: Autoria prépria (2023).

Tabela 13: Andlise de variancia para estudos de tempo de dessorgdo para o analito
heptanal.

Fonte da _
o SQ gl MQ F valor-P F critico
variagao
Entre grupos  1,5E+08 1 1,5E+08 1,9776  0,232371 7,708647

Dentro dos

3,03E+08 4 75753470
grupos

Total 4, 53E+08 5
Fonte: Autoria préopria (2023).

5.6 PLANEJAMENTO FATORIAL COMPLETO

Fatores que podem afetar a eficiéncia de extracdo foram avaliados. Através
de um planejamento fatorial completo (24) é possivel obter respostas referentes a
significancia das variaveis individuais e quando relacionadas entre si para o processo
de extracdo. Os parametros avaliados pelo planejamento fatorial completo foram pH,
tempo de extracdo, quantidade de derivatizante e tempo de derivatizacdo. A Figura
18 mostra o gréafico de pareto obtido utilizando as médias geométricas das areas dos

picos cromatograficos dos analitos para cada um dos experimentos.
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Figura 18: Respostas obtidas através do planejamento fatorial completo 24.
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Fonte: Autoria préopria (2023).

O grafico de pareto apresenta R? de 0,87424, mostrando a correlacéo
adequada do modelo mateméatico aos dados obtidos. O efeito das varidveis estudadas
€ observado no grafico, sendo um efeito significativo quando a variavel ultrapassa a
linha vermelha e nao significativo quando se mantém antes da linha vermelha. Os
valores encontrados fornecem informacdes das melhores respostas, sendo que
valores negativos indicam que os melhores resultados sdo encontrados em valores
minimos, e para valores positivos, melhores resultados encontram-se em valores
maximos das variaveis estudadas.

Os resultados obtidos indicam a ndo significancia do tempo de derivatizacéo
para o processo de extracdo e por isso 0 menor tempo foi mantido, sendo de 30
minutos.

Para o tempo de extracdo, que apresentou significancia e valores positivos,
os melhores resultados s&o observados em maiores tempos sugerindo a necessidade
de um tempo maior de extracdo, por isso essa variavel teve sua faixa de estudo
ajustada para 60 a 90 minutos, no planejamento seguinte. No estudo de pH, também
significativo, os valores obtidos foram negativos indicando que as melhores respostas
sdo obtidas em menores pHs, e assim foram avaliados pHs de 3 a 6 no préximo

estudo. E para a significancia observada na quantidade de derivatizante, os melhores
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resultados sdo obtidos em maiores proporcdes de derivatizante, visto que apresenta
um efeito positivo e dessa forma o estudo seguinte avaliou a proporcéo de 1:10 a 1:30.
Considerando os resultados obtidos com o planejamento fatorial completo e

ajustando as faixas de estudo de acordo com o efeito observado para as variaveis,
um planejamento Box-Behnken foi realizado.

5.7 PLANEJAMENTO BOX-BEHNKEN

Para estudar os parametros que apresentaram significancia no processo de
extracdo foi realizado um planejamento Box-Behnken, onde as faixas de estudos
foram definidas anteriormente. As Figura 19, Figura 20 e Figura 21 apresentam as
superficies de respostas obtidas através desse planejamento, com R2 de 0,90786
indicando a adequada correlacdo de dados obtidos com o modelo matemaético.

Figura 19: Superficie de resposta para otimizacao de tempo de extracéo e quantidade de
derivatizante.

p21119WO093 B1p?

B > 14000
B < 14000
B < 13000
] < 12000
] < 11000
B < 10000
Il < 9000
Il < 8000

Fonte: Autoria propria (2023).
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Figura 20: Superficie de resposta para otimizacdo de pH e quantidade de derivatizante.

£21J39W039 BIpAN

Il > 16000
Il < 15000
B < 13000
[ < 11000
B < 9000
Il < 7000
Il < 5000

Fonte: Autoria prépria (2023).

Figura 21: Superficie de resposta para otimizagdo de pH e tempo de extracéo.

g:)!_nngag E|p9W

Fonte: Autoria propria (2023).
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Nas figuras 19, 20 e 21 observa-se que as melhores respostas expressas
pelas médias geométricas sdo obtidas quando o pH do meio de extracao € 6, esse
fato pode ser resultado de um possivel fortalecimento das interacdes entre o0s
componentes dos DES quando estes passam a apresentar carga, visto que o pKa dos
acidos dodecandico e hexandico é de 5,3 e 4,88 respectivamente, e por isso podem
ser encontrados em sua forma parcialmente desprotonada e totalmente desprotonada.
As melhores respostas foram obtidas em menores tempos de extracdo (60 min),
corroborando com o melhor tempo encontrado em outro estudo, sendo que este valor
foi tempo suficiente para extrair os analitos da amostra, visto que tempos maiores que
0 necessario, podem resultar na perda de analitos ja extraidos que retornam a amostra
(OENNING et al., 2017). O estudo da quantidade de derivatizante forneceu melhores
respostas em maiores propor¢cdes de derivatizante (1:30), este fato corrobora com
estudos relatados na literatura, onde maiores proporcées de aldeido:DNPH fornecem
reacoes de derivatizacdo mais efetivas (LIU; YUAN; FENG, 2015).

A partir do estudo das variaveis que interferem na extragdo, os parametros
otimizados foram 60 minutos de extracdo, ajuste de pH da amostra para 6 e a

quantidade de derivatizante de 1:30.

5.8 PARAMETROS ANALITICOS DE MERITO

A partir do método otimizado segue o processo de validacao através de curvas
de calibracéo, realizadas na matriz onde obtém-se o0s principais parametros analiticos
de mérito, apresentados na Tabela 14. Os coeficientes de determinacao (R2) obtidos
foram superiores a 0,9973, assegurando a correlacéo linear entre concentracao e area
dos picos cromatograficos. A faixa linear obtida é representada em duas formas na
Tabela 14, sendo a primeira forma com faixa linear de 100 a 800 ng mL . A segunda
forma € utilizada pela literatura para identificagdo de pacientes com cancer de pulméo.
Os limites de deteccéo alcancados foram de 0,3 e 0,26 nmol mL ! (correspondente a
30,30 ng mL 1) para hexanal e heptanal respectivamente, e o limite de quantificagéo

foi de 1,00 para hexanal e 0,87 nmol mL 1 para heptanal.
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Tabela 14. Limites de deteccédo e quantificacéo, faixa linear de trabalho, coeficiente de

determinacéo e equacao da reta dos analitos estudados, hexanal e heptanal.

Faixa Faixa
' LOD LOQ . . Equacéo da
Analito Linear Linear R2
(nmol mL %) (nmol mL™) reta
(ngmL 1)  (nmolmL 1)
y=212,5x-
Hexanal 0,30 1,00 100-800 1,00-8,00 0,9973
5194,2
y=168,92x-
Heptanal 0,26 0,87 100-800 0,87-7,00  0,9935
48448

Fonte: Autoria propria (2023).

Para avaliacdo da precisdo do método, foram realizados ensaios de preciséo
intradia e interdia em concentracdes de 100, 400 e 800 ng mL 1, os resultados sdo
apresentados na Tabela 15. A precisao intradia apresentou desvios padrdes relativos
variando de 9 a 20%, dessa forma, alguns dos dados encontram-se ndao concordantes
com o limite de 15% estabelecido pela AOAC, fato justificado pela complexidade da
matriz de urina. A urina € uma matriz complexa em que sua composi¢ao é altamente
variavel de acordo com parametros biolégicos, como alimentacdo e o individuo
(MORES et al., 2023). Os valores ndo concordantes podem ser ocasionados por efeito
de matriz e pelo fato da urina ndo ser diluida, agravado pela necessidade de uso de
derivatizante para obtencéo de resultados em HPLC-DAD. Para a precisao interdia os
resultados variaram de 17 a 22%, este seguindo recomendacao da AOAC (2016), com
limite maximo de 22% para esta faixa de concentracédo. Considerando valores obtidos
adequados e avaliando precisdo intradia e interdia pode-se considerar o método

proposto como um método preciso.

Tabela 15. Resultados de ensaios de precisao intradia e interdia.

Analito Concentracao Precisao Intradia (%) Precisao Interdia (%)
(ng mL %) n=3 n=9
100 20 17
Hexanal 400 16 20
800 11 22
100 9 22
Heptanal 400 18 19
800 14 20

Fonte: Autoria propria (2023).
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Os estudos de exatiddo do método foram realizados através de ensaios de
recuperagao relativa nas concentragdes de 100 e 500 ng mL1, mostrados na Tabela
16. Os valores alcancados variaram de 53,5 a 97,0 % para o hexanal e 61,2 a 97,3 %
para o heptanal. A AOAC define como limite de variacdo de 80 a 110% para
recuperacoes relativas realizadas nessa faixa de concentragcéo, o estudo apresenta
alguns valores com variacfes consideraveis, possivelmente devido ao efeito de matriz
causado pela urina ndo diluida e a necessidade de reacdo de derivatizacdo (AOAC,
ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS., 2016).

Tabela 16. Resultados de ensaios de recuperacao relativa.

Analit Concentragao Recuperacgéo Recuperacgéo
nalito
(ng mL 1) Relativa 1 (%) Relativa 2 (%)

100 55,2+ 10 97,0+9
Hexanal

500 535+4 58,4+7

100 61,2+9 97,3+ 11
Heptanal

500 779+ 15 70,89

Fonte: Autoria propria (2023).

Por fim, a urina de 2 voluntarias femininas e 1 voluntario masculino, com
idades de 28 (Figura 22 - B), 27 (Figura 22 - C) e 26 anos (Figura 22 - D), foram
utilizadas para aplicacdo do método, os cromatogramas constam na Figura 22 — A. As
analises das urinas dos voluntarios ndo apresentaram concentracdes dos analitos
dentro do limite de quantificacéo. A faixa de concentracdo dos analitos encontrados
nas urinas de voluntarios pode ser justificavel pela ndo presenca de cancer de pulmao.
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Figura 22. Cromatogramas dos extratos derivatizados utilizando o método desenvolvido, em
360 nm. Amostra fortificada 100 nmol mL -1 (A); Amostra 1 (B); Amostra 2 (C); Amostra 3 (D).

A B

Fonte: Autoria propria (2023).
59 COMPARACAO DO METODO PROPOSTO COM METODOLOGIAS
REPORTADAS NA LITERATURA PARA ANALISE DE HEXANAL E
HEPTANAL EM AMOSTRAS DE URINA.

A Tabela 17 apresenta caracteristicas do método desenvolvido e de métodos
reportados na literatura. Pode-se observar que ao comparar com os métodos, este
estudo apresentou uma grande reducdo no tempo de preparo por amostra para
analise de hexanal e heptanal, sendo de aproximadamente 1 minuto por amostra,
enguanto trabalhos relatados chegam a 70 minutos de preparo por amostra. Assim,
esse trabalho apresenta uma alta frequéncia analitica, fator importante visto que
diagndsticos precoces estao diretamente relacionados com a reducdo da taxa de
mortalidade em pacientes com cancer de pulmao.

A metodologia desenvolvida atende a parametros da quimica analitica verde,
onde utiliza um pequeno volume de amostra bioldgica (1,5 mL), de solvente extrator
(300 pL) e de solvente de dessorcéo (300 pL), além de néo utilizar um agente redutor
para reacdo de derivatizagdo e, como consequéncia, uma menor quantidade de
residuos sdo gerados. Ademais, o método proposto substitui um solvente extrator
tradicional por um solvente eutético profundo natural, tornando a técnica mais verde.

Os limites de detecgdo encontrados variam de 0,3 a 0,26 nmol mL* para
hexanal e heptanal, respectivamente, esses valores apresentam-se no intermédio dos

reportados em outros trabalhos. Os valores de LODs obtidos neste trabalho séo
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considerados satisfatérios para identificacdo de pacientes com cancer de pulmao
(MORES, 2022). Vale ressaltar que valores de LOD podem ser obtidos de variadas
formas além de que instrumentac¢des analiticas maior sensibilidade como LC-MS e
GC-MS permitem resultados mais sensiveis, quando comparado ao HPLC-DAD
utilizado para desenvolvimento deste trabalho.

Até o presente momento nenhum trabalho foi encontrado na literatura para
determinacdo destes analitos em urina utilizando um solvente eutético profundo
natural. O novo método desenvolvido se mostra como um método simples, de alta
frequéncia analitica e ambientalmente amigavel, ao acoplar a técnica de HF-MMLLE
ao sistema de 96 pocos de extracdo utilizando um solvente verde e apresenta
potencialidade de aplicacdo no auxilio da identificacdo de pacientes com cancer de
pulm&o, mostrando a atratividade do método.



Tabela 17: Tabela comparativa de métodos de analise de hexanal e heptanal em urina.

o . Tempo de
Técnica de preparo Equipamento de LOD .
Fase extratora . preparo de Referéncia
de amostra analise _ (nmol mL™1)
amostra (min)
. Hexanal 1 (OENNING et
BAUE Cortica HPLC-DAD 70
Heptanal 0,73 al., 2017)
Hexanal 0,00097 (CHEN et al.,
HF-LPME 1-Octanol CZE-AD 60
Heptanal 0,0027 2014)
_ Hexanal e heptanal ,
DPX Cortica HPLC-DAD 5 013 (MORES, 2022)
Fe304/SiO2P(MAA- Hexanal 0,0017 (LIU; YUAN;
MSPE HPLC-UV 9
co-EGDMA) Heptanal 0,0025 FENG, 2015)
Poli (MAA-co- Hexanal 0,015 (CHEN et al.,
SPME LC-MS 35
EDMA) Heptanal 0,009 2017)
Acido dodecanoico: Hexanal 0,3
HF-MMLLEE HPLC-DAD 1,09 Este trabalho

acido hexanoéico

Heptanal 0,26

Fonte: Autoria propria (2023).

66



67

6 CONCLUSAO

A metodologia desenvolvida para determinagéo de biomarcadores de cancer
de pulm&@o em amostras de urina humana utilizando a técnica de HF-MMLLE com
NADES como fase extratora apresentou resultados satisfatérios. O método proposto
atende a parametros da quimica analitica verde ao demonstrar a potencialidade dos
NADES para substituicdo de solventes organicos, somando-se a reducéo da producgao
de residuos devido ao uso de pequenos volumes de amostra, de solvente de extracao
e de dessorcao.

A técnica de HF-MMLLE acoplada ao sistema de 96 pocos de extracdo
forneceu uma alta frequéncia analitica ao método, sendo que o tempo de preparo por
amostra foi de 1,09 minutos quando comparado aos reportados na literatura que
podem chegar a 70 minutos por amostra.

O presente estudo desenvolveu um método rapido, simples e ambientalmente
amigavel com potencialidade de aplicagdo no auxilio da triagem e diagndstico de
pacientes com cancer de pulméo. Os LODs obtidos foram de 0,3 nmol L para hexanal
e 0,26 nmol L para heptanal e os LOQs de 1 nmol mL ! para hexanal e 0,87 nmol
mL -1 para heptanal, valores satisfatérios para identificacdo de pacientes com cancer
de pulmdo mostrando a aplicabilidade do método, além disso ganhos com sua
aplicacdo sdo observados visto que o método faz uso de pequenos volumes de
amostra e solvente, aliados ao uso de um solvente verde e com uma alta frequéncia
analitica.

O método desenvolvido apresenta-se como pioneiro na determinacdo de
hexanal e heptanal em urina humana utilizando os NADES como solvente extrator e
assim mostrando uma ampliacdo da aplicabilidade deste solvente. Além disso, traz
ganhos como os citados anteriormente como a possibilidade de acoplamento ao
sistema de 96 pocos de extracdo que leva a uma alta frequéncia analitica e reduz a
manipulagdo humana que pode acarretar em erros no procedimento analitico,
atendendo a parametros da quimica analitica verde como a reducédo da producéo de
residuos devido ao uso de pequenos volumes de amostra e solvente e a substituicao

de solventes organicos por um solvente verde.
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