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RESUMO

Neste trabalho, diferentes polianilinas (PAnis) foram sintetizadas, caracterizadas e
avaliadas como fases extratoras na técnica de microextracao em fase solida de filme
fino (TF-SPME) acoplada ao sistema de placas de 96 pogos de amostragem.
Primeiramente, a polimerizagao foi feita através da sintese quimica por meio da
oxidagado da anilina, utilizando persulfato de aménio como oxidante. A partir de
algumas mudangas no meio reacional, foram obtidas quatro PAnis, denominadas
PAni dopada com HCI, PAni dopada com acido oxalico, PAni-silica dopada com HCI
e PAni-silica dopada com acido oxalico. As PAnis foram caracterizadas por medidas
de condutividade elétrica, microscopia eletrbnica de varredura, espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier, espectrofotometria na regido do
ultravioleta-visivel, area superficial especifica e distribuicdo de poros. Através das
caracterizagdes foi possivel avaliar o efeito do meio reacional (acido cloridrico, acido
oxalico e dispersédo de silica) na estrutura e propriedades das PAnis produzidas
neste trabalho. Na sequéncia, estas PAnis foram separadamente avaliadas com a
finalidade de verificar qual delas apresentaria o melhor desempenho/eficiéncia de
extracdo para determinada aplicagdo, desta forma, duas metodologias distintas
foram desenvolvidas. Na primeira metodologia, a PAni-silica dopada com &cido
oxalico foi utilizada, pela primeira vez, como fase extratora em TF-SPME para
determinacdo de hormdnios em urina por cromatografia liquida de alta eficiéncia
com detecgdo por fluorescéncia (HPLC-FLD). Na segunda metodologia, anti-
inflamatérios nao esteroidais foram determinados em amostras de &agua por
cromatografia de alta eficiéncia com detecgdo por arranjo de diodos (HPLC-DAD)
empregando PAni-silica dopada com acido cloridrico como fase extratora em TF-
SPME. As condi¢cdes O6timas para dessorcao/extracdo de cada método foram
investigadas e definidas, bem como a eficiéncia de extracdo foi comparada a de
outros materiais comercialmente disponiveis. Ambas as metodologias apresentaram
alta frequéncia analitica, uma vez que o tempo total de preparo foi aproximadamente
menor ou igual a 2 minutos por amostra, considerando a capacidade maxima do
sistema de placas de pocos de amostragem (96 pocgos). As metodologias
desenvolvidas foram validadas com sucesso através dos parametros analiticos de
mérito, exibindo limites de quantificagao (LOQs) aceitaveis ou até mesmo menores
se comparados aos relatados por outros métodos reportados na literatura, além
disso, foram feitas analises de amostras reais. De acordo com os resultados obtidos,
a PAni pode ser considerada uma fase extratora promissora para determinagao de
diferentes classes de compostos, tanto em amostras biologicas, como ambientais.

Palavras-chave: Polianilina; cromatografia liquida; sistema de placas de 96 pogos
de amostragem, TF-SPME, preparo de amostra.



ABSTRACT

In this work, different polyanilines (PAnis) were synthesized, characterized,
and evaluated as extractor phases in the thin-film solid phase microextraction (TF-
SPME) technique coupled with a sampling 96-well plate sampling system. Initially,
the polymerization was carried out through chemical synthesis by oxidizing aniline
using ammonium persulfate as the oxidant. By making some changes in the reaction
medium, four PAnis were obtained, named PAni doped with HCI, oxalic acid-doped
PAni doped with oxalic acid, PAni-silica doped with HCI, and oxalic PAni-silica doped
with oxalic acid. The PAnis were characterized by electrical conductivity
measurements, scanning electron microscopy, Fourier-transform infrared
spectroscopy, ultraviolet-visible spectroscopy, specific surface area, and pore size
distribution. From the characterizations, it was possible to evaluate the effect of the
reaction medium (hydrochloric acid, oxalic acid, and silica dispersion) on the
structure and properties of the PAnis produced in this work. Subsequently, these
PAnis were separately evaluated to determine which one would present the best
extraction performance/efficiency for a specific application. Thus, two distinct
methodologies were developed. In the first methodology, PAni-silica doped with
oxalic acid was used, for the first time, as an extractor phase in TF-SPME for the
determination of hormones in urine by high performance liquid chromatography with
fluorescence detection (HPLC-FLD). In the second methodology, non-steroidal anti-
inflammatory drugs were determined in water samples by high performance liquid
chromatography with diode array detection (HPLC-DAD) using PAni-silica doped with
HClI as the extractor phase in TF-SPME. The optimal conditions for
desorption/extraction for each method were investigated and defined, as well as the
extraction efficiency was compared to that of other commercially available materials.
Both methodologies showed high analytical throughput, as the total preparation time
per sample was approximately equal to or less than 2 minutes per sample,
considering the maximum capacity of the sampling well plate system (96 wells). The
developed methodologies were successfully validated through analytical parameters
of merit, exhibiting acceptable or even lower limits of quantification (LOQs) compared
to those reported by other methods in the literature. Furthermore, analyses of real
samples were conducted. According to the results obtained, PAni can be considered
a promising extractor phase for the determination of different classes of compounds,
both biological and environmental samples.

Keywords: Polyaniline; liquid chromatography; 96-well plate sampling system, TF-
SPME, sample preparation.
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1 INTRODUGAO

A busca por materiais alternativos e funcionais despertou o interesse e atraiu
a atencao de diversos grupos de pesquisa para sua aplicagdo como fase extratora
em técnicas de preparo de amostra. Alguns materiais disponiveis comercialmente,
como por exemplo, silica modificada com ion magnésio (FL-PR) e silica modificada
com grupo C18 (C18-E), apresentam algumas limitacdes, como aplicabilidade
limitada e baixa seletividade. Desta forma, grandes esforgos vém sendo feitos e
impulsionaram o estudo e desenvolvimento de novos materiais que fossem
eficientes na determinagao de diferentes classes de analitos, além de proporcionar
um aumento na capacidade de sorcdo desses analitos na presenca de interferentes
(Ptotka-Wasylka et al., 2016; Torabi et al., 2024).

A execucdo de técnicas de preparo de amostra antecedendo analises
ambientais, alimenticias, farmacéuticas e bioldgicas pode ser uma ferramenta util
para obtencao de resultados precisos e confiaveis. Essas técnicas desempenham o
papel de pré-concentrar os analitos, eliminar interferentes e adequar a matriz ao
instrumento analitico. Atualmente, técnicas que envolvem a microextragao tém sido
amplamente desenvolvidas. Baseadas na miniaturizacdo e simplificagdo dos
procedimentos experimentais, essas técnicas envolvem a utilizagcdo de menores
volumes de amostra, solventes e fase extratora, resultando em uma redugao
significativa na geragdo de residuos (Fumes et al., 2015; Jalili; Barkhordari;
Ghiasvand, 2020).

Diversos estudos publicados na literatura evidenciam que a utilizacdo de
polianilina (PAni) se destaca nesta area devido as suas caracteristicas unicas.
Primeiramente, ndo apenas pela facilidade de sintese, a qual pode ser
implementada tanto em laboratorios de pesquisa como em industrias, mas também
pelo custo relativamente baixo do mondmero de anilina, sendo economicamente
viavel a sua produgao em larga escala, se necessario. Outro aspecto importante que
merece ser destacado € o menor impacto ambiental associado a sintese,
considerando que solventes menos téxicos sao utilizados. Ademais, as propriedades
da PAni podem ser aprimoradas por meio de modificagdes estruturais e superficiais,
as quais, podem aumentar a sua seletividade para determinados analitos em

aplicacgdes especificas (Nasar; Mashkoor, 2019; Sowa et al., 2014, 2022).
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A PAni pertence a classe dos polimeros condutores, os quais também sé&o
conhecidos como polimeros intrinsecamente condutores (PICs). Esses materiais séo
considerados fases extratoras eficientes em técnicas de preparo de amostra devido
a sua funcionalidade de superficie, que pode influenciar nos diferentes tipos de
interacdes envolvendo ligagdes hidrofébicas e T — T que podem ocorrer com 0s
analitos, bem como capacidade de troca idGnica, que possibilita a sua aplicagao para
analitos ionizados, ressaltando assim, a sua versatilidade frente a dos materiais
comerciais (Canpolat et al., 2022; Chaves et al., 2015; Raza et al., 2021).

Diante deste contexto, este estudo tem como objetivo sintetizar e
caracterizar diferentes PAnis para serem utilizadas como fase extratora alternativa
em uma técnica miniaturizada de preparo de amostra, a microextracdo em fase
sélida de filme fino (TF-SPME). Para este propdsito, a correlagdo entre a estrutura e
propriedades das PAnis sintetizadas sera avaliada frente a eficiéncia de extracdo no
desenvolvimento de duas metodologias analiticas inéditas e distintas. Dentre as
quais, a primeira envolve a determinacdo de trés estrogénios esteroides (17-3-
estradiol, 17-a-etinilestradiol e estrona) em matrizes biolégicas (amostras de urina) e
a segunda metodologia aborda a determinacéo de anti-inflamatérios nao esteroidais
(aspirina, naproxeno, indometacina, ibuprofeno e acido mefenadmico) em matrizes

ambientais (amostras de agua coletadas de diferentes locais).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 POLIMEROS CONDUTORES

Segundo a Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC), os
polimeros condutores, ou mais precisamente polimeros intrinsecamente condutores
(PICs) séo polimeros constituidos de macromoléculas com sequéncias totalmente
conjugadas de ligagcdes duplas ao longo das cadeias (IUPAC, 2014). O Poliacetileno,
polipirrol, politiofeno e a polianilina sdo alguns exemplos destes polimeros
intrinsicamente condutores e as suas respectivas unidades de repeticdo estao

representadas na Figura 1.

Figura 1 — Exemplos de PICs, onde x representa o numero de unidades de

repeticao.
- H
" Poliacetileno
=
L X
H
—_ H —_
N
ﬁ\@/, Polipirrol
L 4 X
o . =
"U"' Politiofeno
- - X
Polianilina

s

Fonte: Adaptado de K e Rout (2021).

A partir da estrutura conjugada do polimero, que € de natureza isolante ou

semicondutora, pode ocorrer a deslocalizag&o eletrbnica através de ressonancia, ou
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seja, os elétrons podem ser livremente deslocados ou transferidos ao longo da
cadeia polimérica. Este fendmeno acaba atribuindo a estes materiais um certo valor
de condutividade (tipicamente na faixa 10™° a 10 S cm™), que pode ser alterado
pela dopagem, que consiste na adicdo ou remogédo de elétrons por meio de
modificagdes estruturais (Jadoun et al., 2021; Taghizadeh et al., 2020). Dentre os

principais PICs existentes, uma atencao especial € dada a polianilina (PAni).

2.2  POLIANILINA

De acordo com a literatura, a polianilina (PAni) ou anilina preta como ficou
conhecida, foi preparada pela primeira vez no ano de 1862, pelo professor de
quimica do Hospital Universitario de Londres, Henry Letheby, sendo um dos
primeiros PICs comercializados. Com o passar dos anos, iniumeras pesquisas
relataram o seu uso em diferentes aplicagdes, que vao desde baterias recarregaveis
até sensores quimicos e biosensores, e esse numero de dados s6 tem aumentado,
conforme conclui-se a partir da Figura 2, que ilustra o numero total de publicagdes
relacionadas a PAni, no periodo dos ultimos dez anos (Letheby, 1862; Scopus,
2023; Shoaie et al., 2019).

Figura 2 — llustracdo do numero total de publicagdes relacionadas a PAni nos

ultimos dez anos.
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Fonte: Base de dados Scopus (2023).
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A PAni é comumente sintetizada via oxidagao quimica ou eletroquimica em
meio aquoso acido. Em ambos os casos, a oxidagdo da anilina gera um radical
cation (anilinio) e este radical que da inicio a polimerizagdo pela propagacao da
cadeia, de acordo com o mecanismo de sintese mostrado na Figura 3. Na
polimerizagdo quimica, a oxidagcdo do monémero ocorre através do uso de agentes
oxidantes, como por exemplo, persulfato de amonio ou cloreto férrico. Enquanto na
polimerizagao eletroquimica, o monémero é oxidado na superficie de um eletrodo de
trabalho por meio de métodos potenciostaticos, galvanostaticos ou por meio de
voltametria ciclica (Beygisangchin et al., 2021; |ldumah, 2021; Li, 2015; Qazi; Rai;
Boccaccini, 2014).

Figura 3 — Mecanismo de sintese da PAni. Onde: x - representa o numero de

unidades de repetigao.
Oxidacao ™
NH, —> QNHZ N NH

Oxidacéao

OO0
OO0

Propagacéao da cadeia

Fonte: Adaptado de Bhandari (2018).

A PAni pode existir em diferentes estados de oxidagao, conforme é possivel
observar na Figura 4. A forma leucoesmeraldina (coloragdo amarela), consiste no
estado totalmente reduzido em que os atomos de hidrogénio estdo ligados a atomos
de nitrogénio, enquanto a pernigranilina (coloragao violeta) € a forma totalmente
oxidada, onde nenhum atomo de hidrogénio esta ligado a atomos de nitrogénio e por
fim, a esmeraldina, que consiste no estado parcialmente oxidado (Bhandari, 2018).
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Figura 4 — Estrutura quimica da PAni em diferentes estados de oxidagdo. Onde: x -
representa o numero de unidades de repeticdo; m - representa a proporcdo da
estrutura constituida por anéis benzoides e n - representa a proporgao da estrutura

constituida por quinoides.

OO0

Leucoesmeraldina

Esmeraldina

Pernigranilina

Fonte: Adaptado de Bhandari (2018).

A esmeraldina ou base esmeraldina (coloracédo azul) difere substancialmente
em relagao as outras duas formas, pois uma maior condutividade elétrica pode ser
obtida apds o processo de dopagem por protonagao (Figura 5), em que nio ocorre
alteracdo do numero de elétrons associados a cadeia polimérica, resultando no sal
de esmeraldina (coloracdo verde). A propor¢cao de anéis benzoides e quindides,
representada por m:n e mostrada na Figura 4, deve ser de 1.0, para
leucoesmeraldina, 0:1 para pernigranilina e 1:1 para base de esmeraldina (K; Rout,
2021; Li, 2015).
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Figura 5 — Representacdo da dopagem por protonagdo da PAni na forma base de
esmeraldina resultando no sal de esmeraldina. Onde: HA - representa o dopante

acido.

Base de esmeraldina + 2HA

A -
°+ o+
%: :)—N N N N
X

Sal de esmeraldina

Fonte: Adaptado de Beygisangchin et al. (2021) e Bhandari (2018).

A PAni se destaca em relagao aos outros PICs, pela facil preparacao a partir
da anilina, sendo este um monémero de menor valor agregado se comparado com
outros mondmeros como por exemplo o pirrol e o 3,4-etilenodioxitiofeno. Além disso,
a PAni apresenta boa estabilidade e capacidade de sorgdo, o que favorece o seu

uso em técnicas de preparo de amostra (Momina; Ahmad, 2021; Mota et al., 2019).
2.3 APLICACAO DA POLIANILINA EM TECNICAS DE PREPARO DE AMOSTRA

A PAni pode ser considerada uma fase extratora alternativa em técnicas de
preparo de amostra e a sua aplicagao ja vem sendo abordada na literatura pois ela
tem-se mostrado muitas vezes mais eficiente que fases extratoras comerciais. Este
fato pode ser relacionado principalmente pelos diferentes tipos interacdes
(eletrostaticas, hidrofdbicas, -1, ligagdo de hidrogénio) de seus grupos
multifuncionais com os analitos e pela possibilidade de adicdo de substituintes ou
dopantes, que melhoram as suas propriedades e possibilitam a determinacédo de
analitos ionizados provenientes de matrizes complexas (Chaves et al., 2015;
Naveen; Gurudatt; Shim, 2017; Sowa et al., 2022).
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Geralmente matrizes complexas ndao podem ser analisadas de forma direta,
logo uma etapa de pré-tratamento, também conhecida como preparo de amostra, se
faz necessaria. Além de eliminar possiveis interferentes presentes na matriz, esta
etapa tem como finalidade pré-concentrar os analitos em niveis adequados para
posterior deteccdo e quantificagdo, considerando que estes, geralmente, sao
encontrados em baixas concentracbes (Kanu, 2021; Li et al., 2021; Moldoveanu;
David, 2015).

Varias técnicas de preparo de amostra ja foram e ainda vem sendo
desenvolvidas nos ultimos anos, entretanto vale ressaltar que as mais conhecidas
sdo a extracao liquido-liquido (LLE) e a extracao em fase sélida (SPE), chamadas
de técnicas classicas de preparo de amostra. Apesar de serem utilizadas e aceitas
internacionalmente, muitas vezes, envolvem o consumo elevado de solventes
organicos, acarretando a geracao excessiva de residuos, além de demandarem
muito tempo associado ao procedimento e manipulagdo extensa, ocasionando assim
uma possivel perda dos analitos (Alampanos; Samanidou, 2021; Boyaci et al.,
2015). Com o objetivo de superar a maior parte destas limitagdes e desvantagens,
desde o inicio dos anos 90, estdo sendo introduzidas técnicas miniaturizadas. Estas
técnicas visam reduzir o tempo empregado no procedimento, a geragao de residuos
e os custos envolvidos, ser ambientalmente amigaveis e reutilizaveis, melhorar o
desempenho do método analitico e até mesmo possibilitar a automatizacdo da
analise (Dimpe; Nomngongo, 2016; Jalili et al., 2021; Niu et al., 2018; Soares da
Silva Burato et al., 2020).

A viabilidade na utilizagcdo de fases extratoras baseadas em PAni ja vem
sendo comprovada por outros pesquisadores, como observado na Tabela 1. Estes
trabalhos encontram-se disponiveis na literatura e descrevem o uso de técnicas
miniaturizadas de preparo de amostra para determinacado de diferentes classes de
compostos, provenientes de matrizes ambientais, alimenticias, farmacéuticas e
bioldgicas. Técnicas como a microextracdo em fase sélida (SPME), a extragdo em
ponteira dispersiva (DPX), a extragdo sortiva em barra de agitacdo (SBSE) e a
microextragao em fase sélida de filme fino (TF-SPME) s&o relatadas.

A SPME foi utilizada no maior numero de trabalhos encontrados. Como por
exemplo, PAni dopada com acido perfluorooctanosulfonico para determinacao de
clorofendis em agua (He et al., 2014); PAni para determinagao de bisfenol A em

agua e bebidas (Liu et al., 2014); PAni/polipirrol para determinacado de parabenos em
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agua, leite e suco de frutas (Asiabi et al., 2015); nanotubos de carbono/PAni para
determinacdao de antioxidantes em plantas e mel (Ghiasvand et al., 2015);
grafeno/PAni para determinagédo de aldeidos em condensado de ar exalado (Li; Xu,
2015); estruturas organicas metalicas de PAni para determinagéo de clorobenzenos
em agua (Bagheri et al., 2016); poliéster/PAni a fim de avaliar a adulteragdo de suco
de limdo através da determinacdo de compostos organicos volateis (VOCs)
(Alizadeh; Pirsa; Faraji, 2017); nanotubos de titanio/PAni para determinacéo de
filtros ultravioleta (UV) em agua (Ma et al., 2017); nanotubos de carbono/PAni para
determinacao de benzaldeido em formulagbes farmacéuticas injetaveis (Masoumi et
al., 2017); grafeno sulfonado/PAni para determinacdo de nicotina em cabelo e
tabaco (Ghiasvand et al., 2018); silica/PAni para determinagdo de hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (HPAs) e benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno (BTEX) em
solo (Dalvand; Ghiasvand, 2019); polioxomolibdato/PAni para determinagdao de
antidepressivos em urina e sangue (Amoli; Yamini; Darmani, 2020); fibras de
carbono funcionalizadas com PAni/diéxido de titanio para determinagao de ésteres
de ftalato em agua (Sun et al., 2021); PAni para determinac&o de organoarsenicos e
organofosforados em solo (Dziedzic et al., 2022) e sumauma revestida com PAni
para determinagao de pesticidas em agua (Wang et al., 2024).

A DPX, a SBSE e a TF-SPME podem ser consideradas técnicas alternativas
a SPME, mas apenas alguns estudos foram encontrados abordando o uso de fases
extratoras baseadas em PAni nestas técnicas (Tabela 1).

Na DPX, foram encontrados apenas dois trabalhos, os quais utilizaram
polianilina/copolimero estireno divinilbenzeno para determinacédo de antidepressivos
em amostras de plasma (Chaves et al., 2015) e de dexametasona em fluido sinovial
(Soares et al., 2019), enquanto que na SBSE, foram encontrados quatro trabalhos,
dentre os quais, foram utilizados nanotubos de carbono e PAni/hidroxil para
determinagcao de fendis, anti-inflamatérios ndo esteroidais e organoclorados em
agua e sedimentos (Hu et al., 2015); polipirrol/PAni para determinagdo de HPAs
(Mollahosseini et al., 2016) e a-ciclodextrina/PAni para determinagdo de
organoclorados (Lei et al, 2016), ambos em amostras de &agua e
polidimetilsiloxano/PAni para determinagcao de horménios em agua e alimentos de
origem animal (Fan et al., 2020). Até o momento, apenas um unico trabalho foi

encontrado na literatura relatando o uso nailon 6/PAni como de fase extratora na
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técnica de TF-SPME para determinagdao de clorobenzenos em agua (Bagheri;
Aghakhani, 2012).
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Tabela 1 — Trabalhos envolvendo fases extratoras baseadas em PAni em técnicas miniaturizadas de preparo de amostra.

(continua)

Fase extratora Técnica Amostra Analito(s) Instrumentacgao Ref.
PAni dopada com acido SPME Agua Clorofendis HPLC-DAD He et al. (2014)
perfluorooctanosulfénico
PAni SPME Agua e Bisfenol A HPLC-UV Liu et al. (2014)
bebidas
PAni/polipirrol SPME Agua, leite e Parabenos HPLC-UV Asiabi et al. (2015)
suco de frutas
Nanotubos de SPME Plantas Timol e carvacrol HPLC-UV Ghiasvand et al.
carbono/PAni e mel (antioxidantes) (2015)
Grafeno/PAni SPME Condensado Aldeidos HPLC-UV Li e Xu (2015)
de ar exalado
Estrutura organica SPME Agua Clorobenzenos GC-MS Bagheri et al. (2016)
metalica de PAni
Poliéster/PAni SPME Suco de limao VOCs GC-FID Alizadeh, Pirsa e
Faraji (2017)
Nanotubos de titanio/PAni SPME Agua Filtros UV HPLC-UV Ma et al. (2017)
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Tabela 1 — Trabalhos envolvendo fases extratoras baseadas em PAni em técnicas miniaturizadas de preparo de amostra.

(continua)
Fase extratora Técnica Amostra Analito(s) Instrumentacgao Ref.
Nanotubos de SPME Formulagao Benzaldeido GC-FID Masoumi et al.
carbono/PAni farmacéutica (2017)
injetavel
Grafeno sulfonado/PAni SPME Cabelo Nicotina GC-FID Ghiasvand et al.
e tabaco (2018)
Silica/PAni SPME Solo HPAs e BTEX GC-FID Dalvand e
Ghiasvand (2019)
Polioxomolibdato/PAni SPME Urina e Antidepressivos HPLC-UV Amoli, Yamini e
sangue Darmani (2020)
Fibras de carbono SPME Agua Esteres de ftalato HPLC-DAD Sun et al. (2021)
funcionalizadas com
PAni/dioxido de titanio
PAni SPME Solo Organoarsénicos e GC-MS/MS Dziedzic et al.
organofosforados (2022)
Sumauma revestida SPME Agua Pesticidas GC-MS Wang et al. (2024)
com PAni
Nailon 6/PAni TF-SPME Agua Clorobenzenos GC-MS Bagheri e

Aghakhani (2012)
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Tabela 1 — Trabalhos envolvendo fases extratoras baseadas em PAni em técnicas miniaturizadas de preparo de amostra.

(concluséao)

Fase extratora Técnica Amostra Analito(s) Instrumentagao Ref.

Polianilina/copolimero DPX Plasma Antidepressivos HPLC-FLD Chaves et al. (2015)
estireno divinilbenzeno

Polianilina/copolimero DPX Fluido sinovial Dexametasona HPLC-UV Soares et al. (2019)
estireno divinilbenzeno

Nanotubos de carbono SBSE Agua Fendis, anti- HPLC-UV Hu et al. (2015)
e PAni/hidroxil e sedimentos inflamatorios
nao esteroidais
e organoclorados

Polipirrol/PAni SBSE Agua HPAs GC-FID Mollahosseini et al.
(2016)
a-ciclodextrina/PAni SBSE Agua Organoclorados HPLC-UV Lei et al. (2016)
Polidimetilsiloxano/PAni SBSE Agua e Hormonios HPLC-UV Fan et al. (2020)

alimentos de
origem animal

DPX: extracdo em ponteira dispersiva; SPME: microextracdo em fase sélida; TF-SPME: microextracdo em fase sdlida de filme fino; SBSE: extragcéo
sortiva em barra de agitagdo; HPLC-DAD: cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecgédo por arranjo de diodos; HPLC-FLD: cromatografia
liquida de alta eficiéncia com deteccao por fluorescéncia; HPLC-UV: cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccédo por ultravioleta; GC-MS:
cromatografia gasosa com deteccdo por espectrometria de massas; GC-FID: cromatografia gasosa com detecgdo por ionizagdo de chama; GC-

MS/MS: cromatografia gasosa com deteccao por espectrometria de massas em tandem.
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2.3.1 Microextracao em fase sélida de filme fino

A microextracdo em fase solida de filme fino (TF-SPME) foi desenvolvida por
Bruheim, Liu e Pawliszyn no ano de 2003 e surgiu como uma geometria alternativa a
SPME, em que um filme fino é usado como fase extratora. Nessa configuragéo, um
ganho na eficiéncia de extragdo acaba acontecendo pois o volume de fase extratora
€ maior, enquanto a espessura permanece constante ou ainda mais fina se
comparado a fibra cilindrica de SPME, conforme mostrado na Figura 6 (Bruheim; Liu;

Pawliszyn, 2003; Cardenas-Soraca et al., 2020; Jiang; Pawliszyn, 2012).

Figura 6 — Comparagao da geometria cilindrica da fibra de SPME com a geometria
de filme fino da TF-SPME.

SPME TF-SPME
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Fonte: Adaptado de Kataoka (2015).

Tanto na SPME como na TF-SPME, a extracdo dos analitos pode ocorrer de
duas formas, por imersao direta (Murtada et al., 2022), onde a fase extratora fica em
contato direto com a amostra ou por headspace (Marin-San Roman et al., 2022),
onde a fase extratora € inserida no espago vazio acima da amostra, conforme
mostrado na Figura 7. Em ambas as formas, a extragdo ira ocorrer por meio de

equilibrios de distribuicdo do analito na amostra e na fase extratora, e a sua
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eficiéncia depende de alguns fatores experimentais que devem ser otimizados
(Carasek; Morés; Merib, 2018; Soares da Silva Burato et al., 2020).

Figura 7 — Formas de extragdo na TF-SPME.

Fase extratora

Amostra

— — —

Headspace Imersao direta

Fonte: Autoria propria (2024).

Dentre os fatores que geralmente sao otimizados na TF-SPME, se pode citar
0 solvente de dessorgido, que € otimizado inicialmente para garantir que o maior
numero de analitos seja dessorvido da fase extratora e este solvente deve ser capaz
de romper a interacdo fase extratora-analito. O tempo de dessorcdo e tempo de
extracao também merecem ser estudados, pois devem ser suficientes para atingir o
equilibrio de distribuicdo do analito no solvente de dessorcédo e na fase extratora; e
do analito na amostra e na fase extratora, respectivamente. O pH da amostra pode
influenciar na forma em que os analitos se encontram, ou seja, dependendo do pKa,
estes podem estar em sua forma neutra ou ionizada, e isso ira afetar o tipo de
interacdo com a fase extratora. A forca ibnica também pode ser otimizada, uma vez
que a adicado de sal (geralmente é utilizado cloreto de sédio, NaCl) na amostra pode
acarretar o efeito salting out, no qual, a solubilidade dos analitos diminuiu e a sua
migracao para fase extratora é favorecida (Pereira et al., 2014; Xu; Ouyang, 2018).

Outra vantagem da TF-SPME em relacdo a SPME, é que o custo envolvido

na producado de filmes finos € muito mais vantajoso se comparado a compra de
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fibras comerciais de SPME. Além disso, essa técnica pode ser associada ao sistema
de placas de 96 pocos de amostragem, permitindo realizar extragbes simultaneas de
até 96 amostras (Figura 8), ao invés de uma unica extragdo por vez, resultando
assim em um aumento significativo na frequéncia analitica do método (Boyaci et al.,
2016; Piri-Moghadam; Alam; Pawliszyn, 2017).

Figura 8 — Representagdo do dispositivo que engloba a técnica de TF-SPME
associada ao sistema de placas de 96 pogos de amostragem.

Dispositivo
1
|
?
e e ———— suporte para 8 pentes
| | | | | ' | ‘ ' | |—Pentede12pinos

—

]U VVUUVv J (VAAVAAVAVAVAV/ ]— Placa de 96 pogos

— Agitador orbital

Fonte: Autoria propria (2024).

Dessa forma, o desenvolvimento de metodologias de alta frequéncia
analitica envolvendo o uso do sistema de placas de 96 pogos de amostragem

juntamente a técnica de TF-SPME vém demonstrando diversas vantagens e vale a
pena ser explorado.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Explorar e ampliar o uso de diferentes PAnis como fase extratora na técnica
de TF-SPME acoplada ao sistema de placas de 96 pogos de amostragem para
determinacdo de hormdénios em amostras de urina e de anti-inflamatoérios n&o
esteroidais em amostras de agua envolvendo o desenvolvimento de metodologias

analiticas distintas.

3.2 OBJETIVO ESPECIFICO

o) Sintetizar as PAnis, PAni dopada com HCI, PAni dopada com acido oxalico,
PAni-silica dopada com HCI e PAni-silica dopada com acido oxalico e caracteriza-las
por medidas de condutividade elétrica, microscopia eletrbnica de varredura,
espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier, espectrofotometria
na regiao do ultravioleta-visivel e por fim, determinar a area superficial especifica e
distribuicao de poros;

o Preparar filmes finos adesivos através da fixacdo das PAnis previamente
sintetizadas para emprega-las na técnica de TF-SPME;

o Avaliar a separagdo cromatografica dos horménios e dos anti-inflamatorios
nao esteroidais por HPLC-FLD e HPLC-DAD, respectivamente;

o Investigar a eficiéncia de extracdo das PAnis para determinagdo de
hormdnios em urina e anti-inflamatérios nao esteroidais em amostras aquosas, além
de otimizar as condicbes de dessorcdo e extracdo através de otimizacdes
univariadas e multivariadas, incluindo solvente e tempo de dessorgao, tempo de
extracdo e pH da amostra (horménios) e solvente e tempo de dessorgédo, pH da
amostra, tempo de extragao e % de NaCl (anti-inflamatérios n&do esteroidais);

o Determinar os parametros analiticos de mérito das metodologias
desenvolvidas, incluindo faixa linear de trabalho, equacéao da reta, limite de deteccéao
(LOD), limite de quantificagao (LOQ), coeficiente de correlagéo linear (r), exatidao
(através de ensaios de recuperagédo relativa), precisdes intradia e interdia (através

do desvio padréo relativo (RSD));
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o Comparar as metodologias desenvolvidas outras metodologias reportadas na
literatura para determinagdo de horménios em urina e anti-inflamatérios nao
esteroidais em amostras de agua, respectivamente;

o Avaliar a aplicabilidade das metodologias desenvolvidas em amostras reais.
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4 SINTESE E CARACTERIZAGAO DAS POLIANILINAS

41 MATERIAIS E METODOS

411 REAGENTES E MATERIAIS

Neste trabalho, o0 mondmero de anilina foi adquirido da Neon Comercial
(Suzano, SP, Brasil) e este foi previamente destilado sob vacuo e armazenado a 4
°C. Todos os demais reagentes foram utilizados conforme recebidos. O persulfato de
amoénio foi adquirido da Neon Comercial (Suzano, SP, Brasil), acido cloridrico (HCI)
da Quimica Moderna (Barueri, SP, Brasil), acido oxalico e suspensdo de silica
coloidal Ludox® TM-40 da Sigma Aldrich (St. Louis, MO, EUA) foram utilizados para

as sinteses.

4.2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

As sinteses foram realizadas através da oxidacdo quimica da anilina em
meio aquoso acido, pH aproximadamente igual a 3, a fim de obter o sal de
esmeraldina (Boeva; Sergeyev, 2014) na presenca de persulfato de aménio como
agente oxidante, com algumas mudangas no meio reacional conforme descrito a

seqguir.

4.2.1 Sintese da PAni dopada com HCI

O procedimento experimental utilizado para o preparo da PAni dopada com
HCI (Figura 9) teve como base o trabalho de Chiang e MacDiarmid (1986) com
algumas modificagdes. Primeiramente, 11,52 g de persulfato de aménio e 20 mL de
anilina foram diluidos separadamente em 200 mL e 300 mL de HCI 1 mol L,
respectivamente. A solugdo de persulfato de aménio foi adicionada a solucéo de
anilina e a mistura resultante foi agitada por 1 hora a 5 °C. O precipitado obtido na
reagdo passou por filtragdo e lavagem com solugdo de HCI 1 mol L-'. Finalmente, a

PAni dopada com HCI foi seca sob vacuo dinamico por 48 h a 60 °C.
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Figura 9 — Estrutura quimica da PAni dopada com HCI.
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Fonte: Autoria prépria (2023).
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4.2.2 Sintese da PAni dopada com acido oxalico

Nesta sintese, a PAni dopada com acido oxalico (Figura 10) foi preparada
empregando o procedimento experimental descrito por Fernando e Vedhi (2022),
sendo que algumas condigbes foram adaptadas. Foram preparados 500 mL de uma
solugéo de acido oxalico 0,1 mol L' e 250 mL dessa solugédo foram adicionados em
2,5 mL de anilina. Em seguida, 6,5 g de persulfato de aménio foram adicionados a
solugdo previamente preparada que foi mantida sob agitagcdo magnética por 10
horas a temperatura ambiente (21 + 3 °C). Por fim, a PAni dopada com acido oxalico
foi obtida, filtrada e lavada com solugdo de acido oxalico 0,1 mol L' e seca sob

vacuo dinamico por 48 horas a 60 °C.
Figura 10 — Estrutura quimica da PAni dopada com acido oxalico.
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Fonte: Autoria propria (2023).
4.2.3 Sintese da PAni-silica dopada com HCI
Para obtencédo da PAni-silica dopada com HCI (Figura 11), o procedimento

experimental utilizado teve como base o trabalho de Roosz et al. (2017), adaptando

algumas condi¢cdes. Em um béquer, foram adicionados 2,5 mL de anilina juntamente
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com 200 mL de agua destilada na presenga de 10 mL da suspensao de silica
coloidal Ludox® TM-40 que atuou como fonte de silica e uma solugao de HCI 1 mol
L' foi usada para o ajuste de pH (pH = 3). A solugdo foi mantida sob agitagdo
magnética por 1 hora a temperatura ambiente (21 + 3 °C) e, apos esse periodo, 6,5
g de persulfato de amoénio, dissolvidos em 25 mL de &agua destilada, foram
adicionados a reacgao, que foi mantida sob agitacdo magnética por 12 horas a
temperatura ambiente. O produto da reacgao foi filtrado, lavado sucessivamente com

agua destilada e seco sob vacuo dinamico por 48 horas a 60 °C.

Figura 11 — Estrutura quimica da PAni-silica dopada com HCI.
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Fonte: Autoria propria (2023).

4.2.4 Sintese da PAni-silica dopada com acido oxalico

Nesta sintese, a PAni-silica dopada com acido oxalico (Figura 12) foi obtida
através do procedimento experimental descrito por Kaur, Saini e Kaur (2019),
modificando algumas condigbes. Utilizando 2,5 mL de anilina juntamente com 250
mL da solugdo de acido oxalico 0,1 mol L' previamente preparada e 10 mL da
suspensao de silica coloidal Ludox® TM-40 como fonte de silica. A solugao foi
mantida sob agitagdo magnética por 1 hora a temperatura ambiente (21 £ 3 °C) e,
apo6s esse periodo, 6,5 g de persulfato de amdnio foram adicionados a reagéo, que
foi mantida sob agitagdo magnética por 12 horas a temperatura ambiente. Por fim, o
produto da reacgao foi filirado, lavado sucessivamente com solucédo de acido oxalico
0,1 mol L' e seco sob vacuo dindmico por 48 horas a 60 °C.
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Figura 12 — Estrutura quimica da PAni-silica dopada com acido oxalico.
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Fonte: Autoria prépria (2023).

4.3 CARACTERIZACOES

4.3.1 Condutividade elétrica

As PAnis foram caracterizadas por condutividade elétrica a temperatura
ambiente (21 £ 3 °C) pelo método padrédo da sonda de quatro pontas em um
eletrémetro Keithley, modelo 6517A, equipado com uma fonte de corrente continua,
modelo 6220, localicado no Grupo de Pesquisa em Polimeros e Manufatura Aditiva
(GPMA), da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). Para isso, pastilhas de
13 mm de diametro foram preparadas a partir da compreensao do p6 de cada PAni,
a uma pressao de aproximadamente 10 MPa por um periodo de 5 minutos em uma
prensa hidraulica manual Bovenau, modelo P15 ST. Um micrébmetro Digimees foi
utilizado para verificar a espessura média (em triplicata) das pastilhas, que foi de
0,662 + 0,089 mm. A condutividade elétrica foi calculada utilizando a Equagéao 1
(Chinnappan et al., 2018), onde as medidas de diferenga de potencial (V) foram

feitas em triplicata.
o= — X == Equacéao 1

Onde:

o: condutividade elétrica (S.cm™);
i corrente elétrica (A);

V: a diferenca de potencial (V);

d: espessura (cm) e

In 2/11: o fator de correcéo.
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4.3.2 Microscopia eletrénica de varredura

A morfologia de cada uma das PAnis foi avaliada por microscopia eletronica
de varredura, utilizando o microscépio Tescan, modelo Vega 3, localizado no
Laboratério de Materiais (LabMat) da Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC). Para realizagdo desta analise, o pé de cada PAni foi fixado em suporte
metalico com fita carbono dupla face e revestido com ouro. Uma tensdo de

aceleracgéo de 15 kV foi utilizada juntamente com ampliagdes de até 20.000x.

4.3.3 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier

As analises de espectroscopia de infravermelho com transformada de
Fourier foram feitas no espectrémetro Bruker, modelo ALPHA, localizado na Central
de Analises do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC), utilizando-se 16 varreduras com resolugéo de 4 cm foi utilizada
na faixa de 4000-400 cm-'. Os espectros foram obtidos através de pastilhas de KBr

preparadas com o p6 de cada PAni.

4.3.4 Espectrofotometria na regidao do ultravioleta-visivel

As amostras de PAni foram analisadas na forma de pé com o auxilio de uma
esfera integradora em um espectrofotbmetro Shimadzu, modelo UV-2600, sendo
realizada uma varredura na faixa de 200-800 nm. Essa andlise foi feita no
Laboratério de Espectroscopia (ESPEC), localizado na Universidade Estadual de
Londrina (UEL).

4.3.5 Area superficial especifica e distribuicdo de poros

As medidas de area superficial especifica e tamanho de poros foram feitas
através do analisador de sor¢cado de nitrogénio QuantaChrome Instruments, modelo
NOVA2200e, localizado na Central de Analises do Departamento de Engenharia
Quimica da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). As PAnis foram

desgaseificadas por 15 horas a 120 °C antes da analise. Os resultados foram
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obtidos pelos métodos de Brunauer, Emmet e Teller (BET) e Barett, Joyner e

Halenda (BJH) por meio do software do equipamento.

44 RESULTADOS EXPERIMENTAIS

441 Condutividade elétrica

Inicialmente, foram realizadas as medidas de condutividade elétrica das
PAnis com a finalidade de verificar qual seria o efeito causado pelas alteragées no
meio reacional, ou seja, pela dopagem com HCIl ou com &cido oxalico e pela

presenca ou nao de silica, os resultados obtidos podem ser observados na Tabela 2.

Tabela 2 — Condutividade elétrica obtida para as PAnis sintetizadas.

Condutividade elétrica

PAnis
(S.cm™)
PAni dopada com HCI 1,35 x 10"
PAni dopada com acido oxalico 1,85 x 10"
PAni-silica dopada com HCI 1,17 x 102
PAni-silica dopada com acido oxalico 3,14 x 104

Fonte: Autoria prépria (2023).

Observa-se na Tabela 2 que ocorreu uma mudanca de duas ordens de
magnitude na condutividade das PAnis quando utilizado acido oxalico se comparado
ao valor de condutividade quando utilizado HCI, de 1,85 x 10" S.cm™' (PAni dopada
com acido oxalico) para 1,35 x 10*' S.cm-! (PAni dopada com HCI), respectivamente.
Esse comportamento ocorre devido a diferenca de tamanho e mobilidade dos
contra-ions. O anion oxalato € maior que o anion cloreto, resultando em uma
diminuicdo na mobilidade de carga ao longo da cadeia polimérica, por impedimento
estérico, e consequentemente, reduzindo a condutividade elétrica (Rehman et al.,
2022; Zimmermann et al., 2020). A presenca de silica também provoca uma redugao
na condutividade, de 1,17 x 102 S.cm™" (PAni-silica dopada com HCI) para 3,14 x 10"
4S.cm™' (PAni-silica dopada com acido oxalico), o que ja era esperado, considerando
que a silica ndo é de natureza condutora (Ramlan et al., 2017). Comumente a

condutividade de PICs ndo dopados esta na faixa de 10°a 10-® S.cm™', sendo assim,
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pode-se concluir que as PAnis sintetizadas apresentam certo grau de dopagem, ou
seja, se encontram na forma de sal de esmeraldina e que a condutividade elétrica é

diretamente dependente do meio reacional (Li, 2015).

4.4.2 Microscopia eletrénica de varredura

Na sequéncia, a microscopia eletrbnica de varredura foi feita com a
finalidade de caracterizar a morfologia da superficie de cada uma das PAnis e os
resultados podem ser observados nas Figura 13 a Figura 16. A PAni dopada com
HCI (Figura 13) e a PAni dopada com &cido oxalico (Figura 14) apresentaram
morfologias semelhantes, assim como a PAni-silica dopada com HCI (Figura 15) e a
PAni-silica dopada com acido oxalico (Figura 16), sugerindo que a mudanca do
dopante (HCI ou acido oxalico) no meio reacional, ndo provoca uma alteracao visivel
na morfologia. A morfologia encontrada foi do tipo granular com a presenca de
alguns aglomerados de diferentes tamanhos. Estes aglomerados possivelmente
foram formados durante a filtragcao realizada apds a sintese (Araujo et al., 2018). As
micrografias da PAni-silica dopada com HCI e da PAni-silica dopada com acido
oxalico apresentaram particulas esféricas bem definidas, principalmente em
ampliagdes de 20.000x, o que pode ser justificado pela presencga de silica no meio
reacional. Os resultados obtidos sao semelhantes e estdo de acordo com o que foi
relatado por Fernando e Vedhi (2022), Kaur, Saini e Kaur (2019) e Roosz et al.
(2017).
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Figura 13 — Micrografias obtidas para PAni dopada com HCI, com apliagdes de
1.000x até 20.000x.

SEM HV: 15.0 kV WD: 11.98 mm | VEGA3 TESCAN| SEM HV: 16.0 kV WD: 11.98 mm VEGA3 TESCAN
SEM MAG: 1.00 kx Det: SE 50 pm SEM MAG: 5.00 kx Det: SE 10 um
View field: 277 ym  Date(m/dly): 12/12/22 Performance in nanospace View field: 55.4 pm  Date(m/dly): 12/12/22 Performance in nanospace

SEM HV: 15.0 kV WD: 11.98 mm VEGA3 TESCAN| SEM HV: 15.0 kV WD: 11.98 mm
SEM MAG: 10.0 kx Det: SE 5um SEM MAG: 20.0 kx Det: SE
View field: 27.7 ym Date(m/d/y): 12/12/22 Perfermance in nanospace View field: 13.8 pym  Date(m/dly): 12112/22 Perfermance in nanospace

Fonte: Autoria propria (2023).
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Figura 14 — Micrografias obtidas para PAni dopada com acido oxalico, com apliagcoes
de 1.000x até 20.000x.

SEM HV: 15.0 kV WD: 11.89 mm VEGA3 TESCAN| SEM HV: 15.0 kV WD: 11.89 mm
SEM MAG: 1.00 kx Det: SE 50 pm SEM MAG: 5.00 kx Det: SE

View field: 277 ym  Date(m/dly): 12/12/22 Performance in nanospace View field: 55.4 ym  Date(m/dly): 12/12/22 Performance in nanospace

SEM HV: 15.0 kV 'WD: 11.88 mm VEGA3 TESCAN SEM HV: 15.0 kV WD: 11.89 mm
SEM MAG: 10.0 kx Det: SE SEM MAG: 20.0 kx Det: SE
View field: 27.7 ym  Date(m/diy): 12/12/22 Performance in nanospace View field: 13.8 pm  Date(m/dly): 12/12/22 Performance in nanospace

Fonte: Autoria prépria (2023).
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Figura 15 — Micrografias obtidas para PAni-silica dopada com HCI, com apliagdes de
1.000x até 20.000x.

SEM HV: 15.0 kV WD: 12.19 mm . VEGA3 TESCAN| SEM HV: 15.0 kV WD: 12.19 mm VEGA3 TESCAN
SEM MAG: 1.00 kx Det: SE 50 pm SEM MAG: 5.00 kx Det: SE 10 pm
View field: 277 um  Date(m/d/y): 12/12/22 Performance in nanospace View field: 55.4 pym  Date(m/d/y): 12/12/22 | Performance in nanospace

SEM HV: 15.0 kV WD: 12.05 mm VEGA3 TESCAN| SEM HV: 15.0 kV WD: 12.05 mm VEGA3 TESCAN

SEM MAG: 10.0 kx i Det: SE ‘ 5 um SEM MAG: 20.0 kx Det: SE
View field: 27.7 pm | Date(m/dly): 12/12/22 Performance In nanospace View field: 13.8 pm  Date(m/d/y): 12/12/22 Performance in nanospace

Fonte: Autoria propria (2023).
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Figura 16 — Micrografias obtidas para PAni-silica dopada com acido oxalico, com
apliacdes de 1.000x até 20.000x.

o ek &
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SEM HV: 15.0 KV WD: 12.04 mm VEGA3 TESCAN|  SEM HV: 15.0 kv WD:12.02mm VEGA3 TESCAN

SEM MAG: 1.00 kx Det: SE 50 pm SEM MAG: 5.00 kx Det: SE 10 ym
View field: 277 ym  Date(m/dly): 12/12/22 Performance in nanospace View field: 55.4 um | Date(m/d/y): 12/12/22 Performance in nanospace

SEM HV: 15.0 kV WD: 12.02 mm VEGA3 TESCAN SEM HV: 15.0 kV WD: 12.02 mm VEGA3 TESCAN
SEM MAG: 10.0 kx Det: SE 5 pm SEM MAG: 20.0 kx Det: SE
View field: 27.7 ym  Date(m/d/y): 12/12/22 Performance in nanospace View field: 13.8 pm  Date(m/dly): 12/12/22 Performance in nanospace

Fonte: Autoria propria (2023).

4.4.3 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier

Foram realizadas analises por espectroscopia de infravermelho com

transformada de Fourier a fim de identificar as bandas de absorcao caracteristicas
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dos grupos funcionais presentes nas PAnis e os seus respectivos espectros séo
mostrados na Figura 17. O espectro da PAni dopada com HCI apresenta bandas em
torno de 1462 e 1561 cm™', que sé&o atribuidas as vibragdes de estiramento do anel
benzéide e do anel quindide, respectivamente. Estas bandas também sao
observadas nos demais espectros em torno de 1484 e 1569 cm™" para PAni dopada
com &acido oxalico, 1496 e 1581 cm™' para PAni-silica dopada com HCIl e 1502 e
1588 cm™' para PAni-silica dopada com acido oxalico. A banda observada entre
1298-1310 cm™' ocorre devido ao estiramento C-N da amina aromatica secundaria
(Ciric-Marjanovi¢ et al., 2009). A banda que aparece entre 1000 e 1200 cm™' pode
ser atribuida a vibragao de estiramento referente a grupamentos de imina protonada
ou C-N-H, mas também contém um ombro que pode ser atribuido a ligagdo C-O do
acido oxalico, que apresenta uma banda caracteristica em torno de 1097 cm™, no
caso da PAni dopada com acido oxalico e da PAni-silica dopada com acido oxalico
ou ligagdes de siloxano (Si-O-Si, vibragdes assimétricas) para PAni-silica dopada
com HCI e PAni-silica dopada com acido oxalico. A presencga de silica também pode
ser confirmada pelas bandas de estiramento O-Si-O em 468 cm™ e bandas de
vibragdo simétrica em torno de 803 cm™ e 810 cm™ nos espectros da PAni-silica
dopada com HCI e PAni-silica dopada com acido oxalico, respectivamente. As
bandas aqui citadas sao caracteristicas da PAni na forma de sal de esmeraldina, o
que converge com as caracterizagbes realizadas anteriormente. Além disso, um
pequeno deslocamento das bandas é observado para maiores numeros de onda, o
que esta de acordo com o que foi relatado em outros estudos na literatura
(Fernando; Vedhi, 2022; Kaur; Saini; Kaur, 2019; Roosz et al., 2017).
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Figura 17 — Espectros de infravermelho das PAnis.
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Fonte: Autoria propria (2023).

4.4.4 Espectrofotometria na regidao do ultravioleta-visivel

A espectrofotometria na regido do ultravioleta-visivel foi feita com a
finalidade de verificar possiveis alteragdes nas bandas de absorcdo que pudessem
evidenciar o grau de dopagem das PAnis e os seus respectivos espectros estao
apresentados na Figura 18. Normalmente, trés bandas caracteristicas sao
reportadas para a PAni, dependendo do estado de oxidagdo. De acordo com a
literatura, as duas bandas de absorcéo na regiao de 330-430 nm, sao referentes as
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transicbes m-11* do anel em sua forma benzoide e a banda entre 680-750 nm é
referente a transigdes intramoleculares entre os anéis quindides e benzdides
(Bednarczyk et al., 2021; Bhandari, 2018; Ramlan et al., 2017). Neste caso, as duas
primeiras bandas acabaram se unindo e formando uma unica banda. Além disso, um
deslocamento para menores comprimentos de onda (deslocamento hipsocrémico)
foi observado o que pode indicar que a imina ndo esta completamente protonada e
isso pode ser verificado comparando os espectros da PAni dopada com HCI e PAni
dopada com acido oxalico (na faixa de 360 nm e 617 nm), em relagdo a PAni-silica
dopada com HCI e PAni-silica dopada com acido oxalico (na faixa de 322 nm e 590
nm). Aparentemente a presenga de silica influencia para um menor grau de
protonacéo (dopagem), que pode ser justificado, uma vez que a presenga dos
grupos hidroxila (-OH) presentes na silica podem acabar competindo com as
interacbes acido-imina. Estes resultados sao semelhantes com os resultados
encontrados na literatura (Bednarczyk et al., 2021; Nepomuceno et al., 2021;
Rehman et al., 2022; Remya Devi, 2021).
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Figura 18 — Espectros na regiao do ultravioleta-visivel das PAnis.
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Fonte: Autoria prépria (2023).

4.4.5 Area superficial especifica e distribuicdo de poros

As medidas de area superficial especifica e distribuicdo de poros presentes
nas PAnis foram realizadas e os resultados estdo apresentados na Tabela 3. As
PAnis apresentaram medidas semelhantes de area superficial, variando de 30,75

m2g" para PAni dopada com HCI, 31,40 m?g" para PAni dopada com acido oxalico,
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34,54 m?g" para PAni-silica dopada com HCI e 34,03 m?g™' para PAni-silica dopada
com acido oxalico. Os didametros médios de poro variaram de 32,63 nm para PAni
dopada com HCI, 42,94 nm para PAni dopada com acido oxalico, 20,45 nm para
PAni-silica dopada com HCI e 21,20 nm para PAni-silica dopada com acido oxalico.
A relacao inversa entre area superficial especifica e didametro médio de poro acaba
resultando em uma maior disponibilidade de sitios de ligagdo, o que posteriormente
pode ser vantajoso e favorecer na interagdo da PAni com os analitos em técnicas de
microextracdo (Duhan; Kaur, 2020; Lal Meena; Kumar Saini; Kumar Surela, 2023).
Os resultados obtidos nesta caracterizagdo estdo préximos dos resultados

encontrados em outros trabalhos na literatura (Budi et al., 2017; Dlamini et al., 2021).

Tabela 3 — Area superficial especifica, volume total de poros e diametro médio de

poro das PAnis sintetizadas.

Area Volume Diametro
] superficial total de médio
PAnis especifica poros de poro
(m?g”) (cm3g™) (nm)
PAni dopada com HCI 30,75 0,2509 32,63
PAni dopada com acido oxalico 31,40 0,3371 42,94
PAni-silica dopada com HCI 34,54 0,1766 20,45
PAni-silica dopada com acido oxalico 34,03 0,1804 21,20

Fonte: Autoria propria (2023).
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5 POLIANILINA-SILICA DOPADA COM ACIDO OXALICO COMO FASE
EXTRATORA EM TF-SPME PARA DETERMINAGAO DE HORMONIOS EM URINA

E DETECGAO POR HPLC-FLD

51 INTRODUGAO

Hormonios ou estrogénios esteroides podem ser classificados como

compostos naturais ou enddgenos, como € o caso do 17-B-estradiol (E2) e da

estrona (E1), e sintéticos ou exdégenos, como o 17-a-etinilestradiol (EE2) (Merib et

al., 2018). A estrutura quimica e algumas das propriedades fisico-quimicas destes

compostos podem ser encontradas na Tabela 4.

Tabela 4 — Estrutura quimica e propriedades dos hormdénios.

Analito Estrutura Quimica log Kow pKa Ref.
E2 3,94 10,6  Adeel et
al., 2017
EE2 3,67 10,4  Adeel et
al., 2017
E1 3,43 10,3  Adeel et
al., 2017

Fonte: Autoria prépria (2023).
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Responsaveis pelas caracteristicas sexuais dos seres humanos, esses
compostos atuam no desenvolvimento dos orgéos reprodutivos, nas fungdes
cognitivas e cardiovasculares. No caso de individuos de sexo feminino, esses
horménios s&o empregados para regular e tratar anomalias envolvendo ciclos
menstruais, além disso, sdo amplamente utilizados na formulacédo de contraceptivos
orais e em suplementagdo hormonal (Adeel et al., 2017; Carmo; Merib; Carasek,
2019; Merib et al., 2018).

Uma vez que esses horménios sdo excretados principalmente através da
urina, a sua determinagcdo nessa amostra auxilia no monitoramento da saude da
mulher, ademais, alteragdes na concentracdo hormonal vem sendo relacionadas
com canceres de mama, endométrio e ovario, além de ser considerada uma
ferramenta util no diagnaético pré-natal (Ma; Yates, 2018; Smy; Straseski, 2018).

Amostras biolégicas, como é o caso da urina, sdo provenientes de matrizes
complexas, uma vez que apresentam em sua composi¢cao proteinas, lipidios, entre
outros componentes, que podem ser considerados interferentes, pois dificultam na
determinacdo dos analitos (horménios). Logo, conforme mencionado anteriormente,
€ necessario pré-concentrar os analitos, que muitas vezes estdo presentes em
baixas concentracbes nessas matrizes e eliminar a maioria desses interferentes
através de uma técnica de preparo de amostra que antegceda a analise instrumental
(Grecco; de Souza; Queiroz, 2021; Niu et al., 2018).

Inimeras metodologias analiticas baseadas no uso de cromatografia liquida
ou gasosa ja foram reportadas na literatura para analise de urina com propdsito de
quantificar horménios (Amorim; Andrade, 2017; Carmo; Merib; Carasek, 2019; de
Oliveira et al., 2019; Dmitrieva et al., 2020, 2022; Gao et al., 2018; Liao et al., 2016;
Lopes et al., 2022b; Mafra et al., 2018; Merib et al., 2018; Robles et al., 2017; Will et
al., 2020). Entretanto, conforme observado na Tabela 1 — Trabalhos envolvendo
fases extratoras baseadas em PAni em técnicas miniaturizadas de preparo de
amostra.Tabela 1, ndo existem estudos relatando o uso de PAni como fase extratora
em técnicas miniaturizadas de preparo de amostra para determinacdo de horménios
em amostras de urina.

Desta forma, esta secdo aborda o desenvolvimento de uma nova
metodologia visando avaliar a aplicabilidade de diferentes PAnis como fase extratora
na determinacdo de E2, EE2 e E1 em urina utilizando a técnica de TF-SPME,

associada ao sistema placas de 96 pocos de amostragem semiautomatizado,
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empregando cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecgao por fluorescéncia
(HPLC-FLD). Esse trabalho foi publicado na revista Journal of Separation Sciece
(Turazzi et al., 2023).

5.2 MATERIAIS E METODOS

5.2.1 Reagentes e Materiais

Os padrées analiticos com pureza 298%, incluindo 17-3-estradiol (E2), 17-a-
etinilestradiol (EE2) e estrona (E1), foram adquiridos da Sigma Aldrich (St. Louis,
MO, EUA) e uma solugdo estoque de cada um dos analitos foi preparada na
concentragdo de 100 mg L' em metanol. Em seguida, uma solugdo de trabalho
contendo todos os analitos foi preparada na concentragédo de 10 mg L' em metanol,
por diluicdo apropriada das solu¢des estoque. Os solventes acetonitrila (ACN) e
metanol (MeOH) foram obtidos da JT Baker (Mallinckrodt, NJ, EUA) e acetato de
etila (AcOEt) da Sigma Aldrich (St. Louis, MO, EUA). A agua ultrapura utilizada foi
obtida através de um sistema de purificacdo da Mega Pureza (Billerica, MA, EUA).
Para o ajuste do pH foram utilizadas solu¢des de HCI e hidroxido de sodio (NaOH) 1
mol L-! da Vetec (Rio de Janeiro, RJ, Brasil).

5.2.2 Preparagao dos filmes finos

Antes do preparo dos filmes finos, cada PAni foi peneirada em uma peneira
de granulometria de 200 mesh (74 ym). Em seguida, o método de preparo dos filmes
finos foi adaptado conforme descrito por Carmo, Merib e Carasek (2019).
Inicialmente, filmes adesivos de dupla face foram cortados no tamanho de 1 cm de
altura x 0,2 cm de largura e fixados em cada superficie das laminas de aco
inoxidavel. Dando continuidade, o pé de cada uma das PAnis foi colocado em
excesso sobre o adesivo, para garantir que toda area estaria preenchida com a fase
extratora, mas para retirar o excesso, um procedimento de condicionamento foi
realizado, o qual também garantiu a remocao de possiveis oligbmeros de cadeia
curta de anilina (Wojciak-Kosior et al., 2019).
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Para isso, as laminas revestidas foram condicionadas com 1,5 mL de agua ultrapura
por 10 minutos e 2 ciclos em 300 uL de ACN/MeOH (50:50 v/v) por 10 minutos em
cada ciclo. Foi utilizado o sistema de placas de 96 pogos de amostragem sob
agitacédo constante de 500 rpm neste procedimento. Um esquema representativo do

preparo € apresentado na Figura 19.

Figura 19 — Esquema representativo do preparo dos filmes finos com o p6 de PAni.

Condicionamento:

* 1,5 mL de agua ultrapura por 10 minutos;
* 2 ciclos em 300 pL de ACN/MeOH (50:50 v/v) por 10 minutos em cada ciclo.

Fonte: Autoria propria (2023).



54

Utilizou-se aproximadamente 1 mg de fase extratora, sendo que esta massa
foi estimada pela pesagem da lamina de acgo inoxidavel com os filmes adesivos
fixados sobre ela e apOs aderir a fase extratora e realizar o condicionamento, sendo
feita novamente a pesagem da ladmina até a completa evaporagdo do solvente

utilizado no condicionamento.

5.2.3 Amostras de urina

As amostras de urina foram coletadas e armazenadas em frascos de 40 mL
com septos PTFE/silicone sob refrigeragdo a 4 °C. Foram obtidas sete amostras de
urina de voluntarias saudaveis do sexo feminino (idades de 21 a 54 anos). Uma
delas foi utilizada para otimizagdo da metodologia € nos ensaios de recuperagao
relativa e precisdes (intradia e interdia) e as outras seis amostras, para aplicacdo do
método, sendo que algumas informagdes referentes as amostras analisadas seguem
no Quadro 1. Para realizagdo da curva de calibragdo, uma amostra de urina de um
voluntario do sexo masculino (27 anos) foi utilizada. Todos os voluntarios
concordaram previamente em participar deste estudo, que foi aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Santa Catarina, sob o nimero
00913718.3.0000.0121.

Quadro 1 — Informacgdes referentes as amostras de urina analisadas.

Amostra Procedéncia, caracteristicas e informagoes

A Mulher, 26 anos, faz uso de anticoncepcional a base de horménio

Mulher, 27 anos, faz uso de anticoncepcional a base de hormonio

Mulher, 26 anos, faz uso de anticoncepcional a base de horménio

Mulher, 54 anos, faz reposicado hormonal intradérmica

Mulher, 52 anos, nao faz uso de nenhum tipo de horménio

M| m| O O @

Mulher, 21 anos, faz uso de anticoncepcional a base de horménio

Fonte: Autoria propria (2023).
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5.2.4 Instrumentacao e condigoes cromatograficas

As analises cromatograficas foram realizadas em cromatografo liquido,
modelo LC 20 AT da Shimadzu, equipado com detector de fluorescéncia, modelo RF
20A, com loop de 20 yL e injector manual Rheodyne, modelo 7725i. Uma coluna
C18 (250 mm de comprimento x 4,6 mm de didmetro interno e espessura de filme de
5 um) da Agilent Technologies foi usada para separagédo cromatografica. A vazéo da
fase movel foi de 1 mL min' empregando o modo gradiente. A condigao inicial foi
constituida de uma mistura de 50% de ACN (A) e 50% de agua ultrapura (B), esta
condicdo se manteve por 5,5 minutos, de 5,5 a 7,5 minutos, a composi¢ado mudou
para 80% de A e 20% de B, mantida até 10 minutos, de 10,10 a 15 minutos a
condicao inicial foi retomada. Os comprimentos de onda de excitagcdo e de emissao

monitorados foram de 280 e 310 nm, respectivamente.

5.2.5 Otimizacao da metodologia

Para a otimizagcdo desta metodologia foram avaliados alguns parametros
associados as etapas de dessorgao e extracdo, como solvente de dessorgao, tempo
de dessorcao, tempo de extracdo e pH da urina. Neste estudo, a adi¢do de sal nao
foi avaliada, uma vez que a urina ja possui sais em sua composicdo e esta
concentracao ira variar de acordo com a alimentacéo e hidratacdo de cada individuo
(Lopes et al., 2022b). Vale ressaltar que as as amostras de urina utilizadas nao

passaram por diluigao.

5.2.5.1 Solvente de dessorgéo

A otimizacdo do solvente de dessorgdo foi feita de forma multivariada,
através de um planejamento simplex-centroide. Foram realizados 12 experimentos
(incluindo triplicata no ponto central), utilizando as propor¢des descritas na Tabela 5,
empregando os solventes ACN, MeOH e AcOEt, sendo que estes solventes foram
escolhidos levando em consideragao as suas propriedades fisico-quimicas, pela sua
disponibilidade no laboratério e por serem compativeis com o instrumento analitico,
neste caso, o HPLC-FLD.



Tabela 5 — Experimentos realizados no planejamento simplex-centroide.

ACN MeOH AcOEt
Experimentos

Cod. (pL) Cod. (pL) Cod. (upL)
1 1 300 0 0 0 0
2 0 0 1 300 0 0
3 0 0 0 0 1 300
4 0,5 150 0,5 150 0 0
5 0,5 150 0 0 0,5 150
6 0 0 0,5 150 0,5 150
7 0,666 150 0,167 75 0,167 75
8 0,167 75 0,666 150 0,167 75
9 0,167 75 0,167 75 0,666 150
10 0,333 100 0,333 100 0,333 100
11 0,333 100 0,333 100 0,333 100
12 0,333 100 0,333 100 0,333 100

Fonte: Autoria propria (2023).
5.2.5.2 Tempo de dessorgéo
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A otimizacdo do tempo de dessorcao foi feita em triplicata de forma

univariada, utilizando os tempos de 10, 20 e 30 minutos, sendo realizados um total

de 9 experimentos.

5.2.5.3 Tempo de extragdo e pH

A otimizagdo do tempo de extragdo e pH da urina foi feita através de um

planejamento multivariado Doehlert, onde 9 experimentos foram

realizados

(incluindo triplicata no ponto central) variando as condigdes utilizadas, conforme

descrito na Tabela 6.
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Tabela 6 — Experimentos realizados no planejamento Doehlert para otimizagao do

tempo de extragao e pH da urina.

Tempo de extragao pH
Experimentos
Cod. (min) Cod. Valor
1 -0,5 60 0,866 10
2 0,5 120 0,866 10
3 -1 30 0 6
4 0 90 0 6
5 1 150 0 6
6 -0,5 60 -0,866 2
7 0,5 120 0,866 2
8 0 90 0 6
9 0 90 0 6

Fonte: Autoria propria (2023).

Também foi avaliada a PAni que iria proporcionar a melhor eficiéncia de
extragcdo empregando condi¢des pré-estabelecidas. Os dados experimentais obtidos
foram avaliados empregando estratégias multivariadas e univariadas utilizando os

softwares Statistica 8.0 e Microsoft Excel 2016.

5.2.6 Parametros analiticos de mérito

Os parametros analiticos de mérito foram obtidos através de curvas
analiticas construidas por adicdo de padrdao na matriz da amostra (urina) nas
concentragdes de 1 ug L' a 500 yg L! para o E2, de 5 yg L™"a 500 yg L' para o
EE2 e de 20 yg L'a 500 ug L' para o E1, com no minimo 6 pontos, feitos em
triplicata. A faixa linear de trabalho, equacao da reta, coeficiente de determinacao
(R?), limite de quantificagdo (LOQ), limite de detecgdo (LOD), recuperagao relativa e
precisdes intradia e interdia foram avaliados. O LOQ foi considerado o primeiro
ponto da faixa linear de trabalho para cada analito, pois foi a menor concentracao
quantificavel pelo método e o LOD foi definido como LOQ dividido por 3,3 (Lopes et
al., 2022a). A recuperagao esta relacionada com a exatiddo e a precisdo com o
desvio padrao relativo (RSD), sendo assim, os ensaios de recuperagao relativa e as
precisdes intradia e interdia foram avaliados utilizando uma amostra de urina
diferente daquela que foi utilizada na curva de calibragcdo, em 2 niveis de

concentracdo em comum para todos os analito.
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5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1 Selecao da PAni para fase extratora

Inicialmente, para garantir que ndo fossem observados picos interferentes
provenientes de cada uma das PAnis e da urina no tempo de retencdo dos analitos,
amostras de agua ultrapura e urina foram submetidas as extragbes e os

cromatogramas obtidos podem ser vistos na Figura 20 e Figura 21, respectivamente.

Figura 20 — Cromatogramas do branco obtido para cada uma das PAnis e injegao

direta de 10 mg L™". Condigdes TF-SPME: 1,5 mL de agua ultrapura, 90 minutos de

extracdo, sem mudanca de pH e sem adic&do de sal, dessorcéao liquida com 300 pL

de ACN e 20 minutos de dessorcao.
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Figura 21 — Cromatogramas do branco obtido para cada uma das PAnis e injegao
direta de 10 mg L™'. Condigbes TF-SPME: 1,5 mL de urina, 90 minutos de extragao,
sem mudanca de pH e sem adi¢ao de sal, dessorcéao liquida com 300 uL de ACN e

20 minutos de dessorc¢ao.
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Em seguida, a fim de avaliar a eficiéncia de cada PAni para extragao dos
hormonios foram realizadas extragdes em urina (1,5 mL) fortificada com 500 pg L™
de cada analito, com tempo de extracdo de 90 minutos. Nesta etapa nao foi feita
adicdo de sal e o pH da amostra néo foi alterado. Na etapa de dessorcao, foram
utilizados 300 uL de ACN e o tempo de dessorgao utilizado foi de 20 minutos. Esta
otimizacao foi realizada de forma univariada em triplicata e os resultados obtidos

estdo apresentados na Figura 22.
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Figura 22 — Grafico de barras obtido para avaliar a eficiéncia de extragdo de cada
uma das PAnis. Condigdes TF-SPME: 1,5 mL de urina fortificada com 500 ugL™" de

cada analito, 90 minutos de extragdo, sem mudanca de pH e sem adi¢cdo de sal,

dessorcao liquida com 300 uL de ACN e 20 minutos de dessorgao.
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Nota-se que a resposta cromatografica variou de acordo com a composigao
da fase extratora. As extracbes empregando a PAni dopada com HCI e PAni dopada
com acido oxalico apresentaram as menores respostas cromatograficas. Por outro
lado, a PAni-silica dopada com acido oxalico exibiu as maiores respostas
cromatograficas na extragcao dos hormdnios. Isso pode ser justificado pelo o uso de
particulas de silica na sintese desta PAni, que acaba proporcionando uma
combinagdo das caracteristicas hidrofébicas da silica com as caracteristicas deste
polimero organico, como um aumento da area superficial especifica, levando a uma
melhor interagdo com os analitos (Lee; Yoo, 2016). Por esta razdo, a PAni-silica
dopada com acido oxalico foi escolhida para estudos posteriores. Além disso, a
eficiéncia de extracdo da PAni-silica dopada com acido oxalico foi comparada a de
outros materiais comercialmente disponiveis (FL-PR e C18-E) provenientes de
cartuchos de SPE. A escolha de FL-PR e C18-E se baseou no fato de que essas
fases comerciais podem ser utilizadas para extracdo de analitos polares ou
hidrofébicos, respectivamente. Os resultados desta comparacédo podem ser vistos na
Figura 23.
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Figura 23 — Grafico de barras obtido para avaliar a eficiéncia de extracdo da PAni-
silica dopada com acido oxalico, em comparagao com materiais comerciais.
Condigdes TF-SPME: 1,5 mL de urina fortificada com 500 ug L' de cada analito, 90

minutos de extragcdo, sem mudanca de pH e sem adicdo de sal, dessorcao liquida
com 300 uL de ACN e 20 minutos de dessorgéao.
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Fonte: Autoria propria (2023).

Conforme é possivel observar na Figura 23, a eficiéncia de extragdo da
PAni-silica dopada com acido oxalico € maior se comparada aos demais materiais
comercialmente disponiveis, sendo assim uma alternativa inovadora para
determinacdo destes analitos, uma vez que reduz os custos envolvidos no
procedimento de preparo de amostra, pois os cartuchos de SPE geralmente sao

utilizados apenas uma unica vez.

5.3.2 Otimizagao do solvente de dessorgao

A otimizagéo do solvente de dessorgao foi feita com a finalidade de verificar
qual o melhor solvente ou mistura de solventes que seria capaz de romper a
interacdo entre a PAni-silica dopada com a&acido oxalico com os analitos. Os
experimentos foram realizados variando os solventes utilizados, conforme descrito
na Tabela 5. Através do planejamento simplex-centréide, uma superficie de resposta

foi gerada a partir da média geométrica das areas dos picos cromatograficos e esta
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apresentada na Figura 24, esta superficie foi baseada em uma fung¢ao quadratica,
apresentando um R? = 0,8942. Além disso, a Tabela ANOVA é apresentada na
Tabela 1-A (Apéndice A).

Figura 24 — Superficie de resposta obtida utilizando um planejamento simplex-
centroide para otimizagdo do solvente de dessorgdo (R? = 0,8942). Condigoes TF-
SPME: 1,5 mL de urina fortificada com 500 ugL™' de cada analito, 90 minutos de
extracdo, sem mudanca de pH e sem adicédo de sal, dessorcéao liquida com 300 pL

de diferentes solventes e 20 minutos de dessorgao.
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Fonte: Autoria Prépria (2023).

De acordo com a Figura 24, s&do observadas duas regides de resposta
maxima, em que uma delas é composta por 100% de ACN e a outra pela mistura
dos solventes MeOH e AcOEt (50:50 v/v). Com o objetivo de reduzir os erros
envolvidos no procedimento de preparo de amostra pela utilizagdo de uma mistura
de solventes, a ACN foi escolhida como solvente de dessorgdao e esta condi¢cao

otimizada foi mantida para os experimentos posteriores.
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5.3.3 Otimizacao do tempo de dessorgao

Outro parametro otimizado foi o tempo de dessor¢ao, que deve ser suficiente
para atingir o equilibrio de distribuicdo dos analitos no solvente de dessorgéo e na
fase extratora. Esta otimizagao foi feita variando os tempos de dessorgéao, conforme
descrito anteriormente na se¢éo 5.2.5.2, enquanto que as demais condi¢gdes foram

mantidas. Os resultados obtidos estdo apresentados na Figura 25.

Figura 25 — Grafico de barras obtido para otimizacdo do tempo de dessorgao.
Condigdes TF-SPME: 1,5 mL de urina fortificada com 500 ug L™" de cada analito, 90

minutos de extragcdo, sem mudanca de pH e sem adicdo de sal, dessorcao liquida

com 300 pL de ACN e diferentes tempos de dessorcio.
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E possivel notar que quando utilizado 10 e 30 minutos de dessorcdo, a
respostas cromatograficas encontradas sao inferiores a resposta encontrada quando
empregado 20 minutos de dessorgdo. Uma provavel justificativa é que 10 minutos
nao sejam efetivos para que ocorra a dessorg¢ao, ou seja, uma certa quantidade dos
analitos ainda estaria retida na fase extratora e que este tempo nao seja suficiente
para atingir o equilibrio de distribuigdo dos analitos no solvente de dessorgéo e na
fase extratora. E que com 30 minutos, ocorra uma possivel retroextragdo, ou seja,

quando o solvente de dessorcao fica saturado com os analitos, ao invés destes
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permanecerem no solvente de dessor¢ao, acabam migrando novamente para fase
extratora, uma vez que os sitios da fase extratora (PAni-silica dopada com acido
oxalico) encontram-se agora disponiveis para que ocorram as interagbes com 0s
analitos. Portanto, o tempo de 20 minutos foi selecionado como condigao otimizada
por proporcionar os melhores resultados na dessorgao dos analitos e esta condi¢cao

foi mantida nas otimizagbes posteriores.

5.3.4 Otimizagao do tempo de extragao e pH da amostra

Assim como o tempo de dessorcéo, o tempo de extracao foi otimizado para
garantir que o equilibrio de distribuicdo dos analitos na amostra e na fase extratora
fosse alcangado. Considerando que o pH da amostra influéncia na forma que os
analitos se encontram, esse parametro foi avaliado juntamente com o tempo de
extracdo através do planejamento Doehlert. Os experimentos foram realizados
variando as condicdes de tempo de extracdo e pH da amostra, conforme descrito
anteriormente na Tabela 6. A partir da média geomeétrica das areas dos picos
cromatograficos foi obtida a superficie de resposta apresentada na Figura 26, que foi
baseada em uma fung&o quadratica gerando um R? = 0,7949. Ademais, a Tabela
ANOVA é apresentada na Tabela 2-A (Apéndice A).
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Figura 26 — Superficie de resposta obtida utilizando o planejamento Doehlert para
otimizagdo do tempo de extragdo e pH da urina (R? = 0,7949). Condigées TF-SPME:

1,5 mL de urina fortificada com 500 ugL™' de cada analito, variando o tempo de

extracdo e o pH da urina, sem adi¢cao de sal, dessorcao liquida com 300 yL de ACN
e 20 minutos de dessorcéo.
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Fonte: Autoria propria (2023).

Conforme pode ser observado na Figura 26, tempos de extragcdo e pHs
maiores proporcionaram os melhores resultados, sendo assim, um tempo de
extracao de 150 minutos e pH = 10 foram estabelecidos como condi¢cdes otimizadas.
Através do grafico de distribuicdo de espécies (Figura 27) a escolha do pH pode ser
justificada. Abaixo de pH = 10, ha um predominio da espécie neutra dos analitos, ja
em pH = 10, os analitos podem ser encontrados tanto na sua forma neutra, como na
forma ionizada, assim, além de interagdes -1 e ligacdes de hidrogénio, também
podem ocorrer interagdes do tipo eletrostatica entre os analitos e a PAni-silica
dopada com acido oxalico (Davis et al., 2011; Meng et al., 2023).
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Figura 27 — Grafico de distribuicdo de espécies em fungdo do pH da amostra, pH =
10. Sendo que a linha em azul representa a espécie ionizada e a linha vermelha

representa a espécie neutra.
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Fonte: Autoria propria (2024).

Apos finalizar esta otimizacdo, as condi¢cdes oOtimas para este método

ficaram definidas empregando a PAni-silica dopada com acido oxalico como fase
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extratora, 1,5 mL de urina, 150 minutos de extracédo, pH ajustado para 10 e sem

adicao de sal. Para dessorgao, 300 uL de ACN e 20 minutos de dessorgéo.

5.3.5 Parametros analiticos de mérito

A validagdo do método foi feita primeiramente através da obtengdo dos
parametros analiticos de mérito, onde as curvas analiticas (Figura 1-A, do Apéndice
A) foram construidas por adicdo de padrédo na matriz da amostra (urina isenta do

analito) e os resultados estdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7 — Faixa linear de trabalho, equacéao linear, coeficiente de determinagao

(R?), LOD e LOQ dos analitos no método proposto.

Faixa linear
LOD LOQ
Analitos de trabalho Equacao linear R?
(mgL?) (gL
(Mg L)
E2 1-500 y =10521x + 154618 0,9969 0,30 1
EE2 5-500 y =23148x - 34436 0,9973 1,51 5
E1 10 - 500 y =152,82x - 442,54 0,9979 3,03 10

Fonte: Autoria propria (2023).

De acordo com a Tabela 7, os coeficientes de determinagdo (R?) variaram
de 0,9969 para E2, 0,9973 para EE2 e 0,9979 para E1, o que indica boas
correlagcdes entre os dados e que estes se encontram pouco dispersos em relagao a
curva analitica. Os valores de LOD e LOQ variaram de 0,30 e 1 ug L' para E2, 1,51
e 5 yg L' para EE2 e 3,03 e 10 ug L' para E1, sendo estes limites aceitaveis,
considerando que a quantidade que € excretada na urina varia de acordo com o
estado de saude da mulher. Por exemplo, mulheres gravidas podem excretar 308 ug
por dia de E2 na urina. Fora desse periodo, a excreg¢ao varia de 1,5 a 7 pg por dia.
No caso do EE2, que € um estrogénio sintético, ou seja, este hormbnio nao é
produzido pelo organismo da mulher e sé sera excretado na urina de mulheres que
fazem o uso de contraceptivos ou que realizam reposi¢cao hormonal. Estima-se que

4,5 ug por dia de EE2 sejam excretados na urina (Barreiros et al., 2016). Uma
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concentracdo entre 2 a 20 pg por dia de E1 é excretada pelo organismo e
concentracbes mais elevadas podem ser encontradas em mulheres no periodo
gestacional ou apés a menopausa, especificamente associado ao cancer de mama
(de Oliveira et al., 2019; Yaghjyan et al., 2022).

A fim de avaliar a aplicabilidade e a exatiddo desta metodologia, as
precisdes intradia e interdia e as recuperacgdes relativas para cada um dos analitos
foi avaliada e os resultados podem ser observados na Tabela 8. Neste estudo, uma
amostra de urina diferente daquela que foi utilizada na curva de calibragao, foi

empregada e um dos cromatogramas obtidos pode ser visualizado na Figura 28.

Tabela 8 — Recuperacéo relativa e precisdes intradia e interdia.

Recuperagao Precisao Precisao
Fortificagcao
Analitos relativa (%) intradia (RSD) interdia (RSD)
(ng L)
(n=3) (%) (n=3) (%) (n=9)
200 107 2 13
E2
500 115 12 14
200 71 4 20
EE2
500 87 7 13
200 80 3 19
E1
500 89 9 14

Fonte: Autoria prépria (2023).
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Figura 28 — Cromatogramas do branco da urina (amarelo) e da urina fortificada
(azul), obtidos no estudo da recuperagao relativa. Condigbées TF-SPME: 1,5 mL de
urina fortificada com 500 pygL™" de cada analito, 150 minutos de extragdo, pH da
urina ajustado para 10 e sem adigéo de sal, dessorg¢éo liquida com 300 yL de ACN e
20 minutos de dessorcao.

25

EE2

E2
20

15

10 E1

Resposta cromatografica x 10000 (mAU)

5 6 7 8 9 10

Tempo de retengao (min)

Fonte: Autoria propria (2023).

Conforme pode ser visto na Tabela 8, a maioria dos analitos apresentou
valores adequados de recuperacgao relativa. As precisdes intradia e interdia variaram
de 2% a 12% e de 13% a 20%, respectivamente, estando préximo aos valores
estabelecidos no Guia de Validacdo da Associagdao de Quimicos Analiticos Oficiais
(AOAC). De acordo com a AOAC, os valores considerados como aceitaveis para
recuperacao relativa estdo entre 80-110% e para precisdo, devem ser menores ou
iguais a 15% em concentragbes de 100 ug L' até 1 mg L' (AOAC, 2016).

Considerando que a amostra de urina nao foi diluida e esta € uma amostra
complexa, ou seja, possui outros componentes que podem ocasionar efeito de
matriz, logo, essa pequena variagdo nos valores obtidos pode ser considerada
aceitavel. Neste caso, poderia ser realizado um teste de diluicdo da urina para
verificar se diminuindo a concentragéo de possiveis interferentes (competidores pela
fase), melhoraria os valores de recuperagao e precisao.

Foram analisadas seis amostras de urina coletadas de voluntarias. Os

cromatogramas obtidos podem ser observados na Figura 29 e ndo foram detectadas
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concentragbes dos analitos ou estes estavam abaixo do LOQ do método proposto
(Amostra A). Vale ressaltar que todas as voluntarias que concordaram em contribuir
com este estudo eram saudaveis, apenas quatro faziam uso regular de
contraceptivos orais de baixa dose (0,03 mg de EE2/dia), nenhuma delas estava
gravida no momento da coleta de urina ou apresentava qualquer tipo de cancer,
conforme as informagdes descritas no Quadro 1.

Figura 29 — Cromatogramas obtidos para analise de amostras de urina de seis
voluntarias. Condi¢gdes TF-SPME: 1,5 mL de urina, 150 minutos de extragao, pH da

urina ajustado para 10 e sem adigao de sal, dessorc¢éo liquida com 300 yL de ACN e

20 minutos de dessorc¢ao.
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Além disso, foi realizada uma analise comparativa do método desenvolvido
com outros métodos relatados na literatura para determinacdo destes horménios em

urina, e esta comparacgao pode ser observada na Tabela 9.
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Tabela 9 — Comparacado do método proposto com outros métodos relatados na literatura para a determinagdo de hormdnios em

urina.
(continua)
Analitos LOQ Técnica de Fase extratora Volume de urina e Técnica Ref.
(vg L) extragao tempo total de preparo Analitica
por amostra

E2 1 TF-SPME PAni-silica 1,5mL HPLC-FLD Este estudo
EE2 5 dopada com e 2 min

E1 10 acido oxalico

E2 4 TF-SPME Bractea 37 uL HPLC-FLD Carmo, Merib e
EE2 20 e 2,4 min Carasek (2019)
E1 40

E2 0,10 HF-MMLLE 1-Octanol 37 uL HPLC-FLD Lopes et al.
EE2 1,0 e 0,6 min (2022)

E1 15

E2 10 DPX Cortica 158 pL HPLC-FLD Mafra et al.
EE2 10 e 2,5 min (2018)

E1 10
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Tabela 9 — Comparacado do método proposto com outros métodos relatados na literatura para a determinagdo de hormdnios em

urina.
(continua)
Analitos LOQ Técnica de Fase extratora Volume de urina e tempo Técnica Ref.
(vg L) extragao total de preparo por Analitica
amostra

E2 0,089 SPME AMED 5mL HPLC-DAD Liao et al. (2016)
EE2 0.14 e 55 min

E1 0,15

E2 - SPE Cartucho 1mLe HPLC-Q-TOF  Dmitrieva et al.
EE2 - Strata C-18-E >60 min (2022)

E1 0,5

E2 - DLLME [Pe.6.,6,14 ]2[MnCla?] 150 pL HPLC-DAD  Will et al. (2020)
EE2 20 e 11 min

E1 20

E2 85,6 CPE Tensoativo ndo- 10 mL HPLC-EC Amorim e
EE2 - iGnico Tergitol e 48 min Andrade (2017)
E1 91,4 TMN-6
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Tabela 9 — Comparacado do método proposto com outros métodos relatados na literatura para a determinacédo de horménios em

urina.
(concluséo)
Analitos LOQ Técnica de Fase extratora Volume de urina e Técnica Ref.
(Mg L) extragao tempo total de preparo Analitica
por amostra

E2 0,1 SPE Cartucho 500 uL HPLC-MS You et al. (2019)
EEZ2 0,1 Oasis HLB 1 e 20 min

E1 0,1

E2 50 DLLME Acetonitrila/cloroférmio 3 mL UHPLC- Dmitrieva et al.
EE2 - e 30 min HRMS (2020)

E1 50

TF-SPME: microextragao em fase sélida de filme fino; HF-MMLLE: extragao liquido-liquido em membrana microporosa de fibra oca; DPX: extragéo dispersiva

em ponteira; SPME: microextracdo em fase sodlida; SPE: extracdo em fase sdlida; DLLME: microextragao liquido-liquido dispersiva; CPE: extragao de ponto

nuvem; HPLC-FLD: cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccdo por fluorescéncia; HPLC-DAD: cromatografia liquida de alta eficiéncia com

deteccgdo por arranjo de diodos; HPLC-Q-TOF: cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecc¢ao por quadrupolo e espectrometria de massas por tempo

de voo; HPLC-EC: cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecgéo eletroquimica; HPLC-MS: cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecgéo por

espectrometria de massas; UHPLC-HRMS: cromatografia liquida de ultra-alta eficiéncia com detecg¢ao por espectrometria de massas de alta resolugao.
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De acordo com a Tabela 9, os valores de LOQ, obtidos neste método foram
satisfatorios, podendo ser melhorados se utilizado uma técnica analitica instrumental
mais sensivel, como HPLC-MS. A fase extratora empregada foi a PAni-silica dopada
com acido oxalico, sendo de facil sintese, baixo custo e ambientalmente correta,
enquanto que os demais métodos empregaram o uso de solventes toxicos como
cloroférmio para extragdo. As anadlises neste método utilizaram pequenos volumes
de amostra (1,5 mL), considerando que nao foi necessaria a realizagao de diluicdo
de urina, reduzindo assim possiveis erros associados a esta etapa. Um tempo total
de preparo de = 2 minutos foi necessario por amostra quando o sistema de placas
de pocos de amostragem foi operado na capacidade maxima (96 amostras), o que
favorece para uma alta frequéncia analitica, pois varias amostras podem ser
analisadas simultaneamente, enquanto os outros métodos requerem tempos muito

maiores, de até 1 hora por amostra.

5.4 CONCLUSOES PARCIAIS

Neste estudo foi possivel comprovar a versatilidade da PAni como fase
extratora na técnica de TF-SPME para a determinagao de estrogénios esteroides em
amostras bioldgicas. A metodologia foi otimizada e validada. Sendo as condi¢des
otimizadas obtidas utilizando PAni-silica dopada com &cido oxalico como fase
extratora, com 1,50 mL de urina, pH da amostra ajustado para aproximadamente 10
e 1,50 minutos de tempo de extragdo por amostra, 300 uL de acetonitrila (ACN) e
0,20 segundos de tempo de dessor¢cdo por amostra, ou seja, o tempo quando
utilizado o sistema de placas de pogos de amostragem na capacidade maxima (96
pocos). As vantagens da metodologia desenvolvida incluem um procedimento de
sintese simples e baixo custo para obter cada PAni, um carater ecologicamente
correto pode ser destacado devido ao uso de um volume reduzido de solvente
organico. Ademais, a frequéncia analitica, que esta relacionada como o tempo total
de preparo por amostra foi de aproximadamente 2 minutos por amostra. Os
parametros analiticos de mérito foram satisfatérios, exibindo LOQs aceitaveis,
comparaveis ou até melhores do que os relatados anteriormente em outros métodos.
Os valores de coeficiente de correlagéo (r) foram superiores a 0,9969. Os limites de
deteccgdo (LODs) e os limites de quantificagdo (LOQs) variaram de 0,30 a 3,03 ug

L-'e 1,0 a 10,0 yg L™, respectivamente. As recuperacdes relativas variaram de 71%
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a 115%, e as precisodes intradia e interdia (n = 3 e n = 9, respectivamente) foram
inferiores a 20%, sendo considerados valores adequados, conforme estabelecido

pelo Guia de Validacdo da Associagao de Quimicos Analiticos Oficiais.
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6 POLIANILINA-SILICA DOPADA COM ACIDO CLORIDRICO COMO FASE
EXTRATORA EM TF-SPME PARA DETERMINAGAO DE ANTI-INFLAMATORIOS
NAO ESTEROIDAIS EM AMOSTRAS DE AGUA E DETECGAO POR HPLC-DAD

6.1 INTRODUGAO

Os anti-inflamatérios ndo esteroidais pertencem a classe dos farmacos mais

utilizados internacionalmente para alivio de dor, febre e inflamagdo. A aspirina

(ASP), o naproxeno (NAP), a indometacina (IND), ibuprofeno (IBU) e o acido

mefenamico séo alguns exemplos destes medicamentos (lzadi et al., 2020; Li et al.,

2018). A estrutura quimica e algumas das propriedades fisico-quimicas destes

compostos podem ser encontradas na Tabela 10.

Tabela 10 — Estrutura quimica e algumas propriedades dos analitos.

(continua)
Analito Estrutura Quimica log pKa Ref
Kow )
O.. _OH

ASP o._0O 119 349 Lietal
\f (2018)

CHs;

CHj

: OH
NAP 3,18 4,15 Li et al.
@) (2018)
H3CO
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Tabela 10 — Estrutura quimica e algumas propriedades dos analitos.

(concluséao)

log

Analito Estrutura Quimica Kow

pKa Ref.

@)
IND H3CO N OH 451 450 Lietal.
CHj; (2018)
N

0)\©\0|
CHs,
OH 397 496 Lietal
IBU ﬁm (2018)
O
H3C
O~__OH
CHs "
AME 512 512 lzadietal.
H3C N (2020)

Fonte: Autoria propria (2023).

Atualmente, a presenca de anti-inflamatérios nao esteroidais no ambiente,
mesmo quando presentes em baixas concentragdes, tornou-se motivo de
preocupacao, pois além de ndo serem removidos de forma eficiente por estacdes de
tratamento, posteriormente, sdo descartados em 4&guas superficiais. Estes
compostos também sao considerados contaminantes emergentes, ou seja, nao
possuem uma regulamentagcdo especifica que estabeleca uma concentragao
maxima permitida. Diante disso, precisam ser monitorados, uma vez que 0S seus
impactos e efeitos no meio ambiente ainda ndo sao totalmente conhecidos e podem

vir a ser prejudiciais tanto para os ecossistemas aquaticos quanto para saude
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humana (Chang et al., 2018; Martinez-Sena et al., 2016; Wang; Li; Chen, 2018; Zhou
etal., 2021).

Dentro deste contexto, diversas metodologias (Darvishnejad; Raoof; Ghani,
2021; Hu et al., 2015; Li et al., 2018; Manzo et al., 2014; Sarafraz-Yazdi et al., 2012;
Wang; Li; Chen, 2018; Yang et al., 2023) envolvendo técnicas de preparo de
amostra distintas ja foram desenvolvidas a fim de pré-concentrar e tornar possivel a
determinacdo e monitoramento destes analitos em amostras aquosas (rios, lagos).
Contudo, conforme visto na Tabela 1, até o momento, ndo foi encontrado nenhum
trabalho empregando uma técnica de preparo de amostra miniaturizada que utilizou
uma fase extratora baseada em PAni para determinagao de ASP, NAP, IBU, IND e
AME em amostras de agua.

Logo, esta segdo propde o desenvolvimento de uma metodologia analitica
utilizando uma fase extratora baseada em PAni na técnica de TF-SPME associada
ao sistema de placas de pogos de amostragem para determinacdo de ASP, NAP,
IND, IBU e AME em amostras aquosas, por cromatografia liquida de alta eficiéncia

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

6.2 MATERIAIS E METODOS

6.2.1 Reagentes e Materiais

Os padrbes utilizados foram de grau analitico, incluindo aspirina (ASP),
naproxeno (NAP), indometacina (IND), ibuprofeno (IBU) e acido mefenédmico (AME),
adquiridos da Sigma Aldrich (St. Louis, MO, EUA) e uma solucéao estoque de cada
um dos analitos foi preparada na concentragdo de 100 mg L' em metanol. Em
seguida, uma solugdo de trabalho foi preparada na concentragido de 10 mg L' em

metanol, por diluicdo apropriada das solucdes estoque.

6.2.2 Preparagao dos filmes finos

A preparacdo dos filmes finos foi conduzida pelo mesmo procedimento

descrito anteriormente na seg¢ao 5.2.2.
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6.2.3 Amostras de agua
As amostras de agua foram coletadas e armazenadas em frascos ambar sob
refrigeracdo a 4 °C até o momento da analise. A coleta foi feita em diferentes

cidades (Brusque e Florianépolis) do estado de Santa Catarina e os pontos de coleta

estao identificados no Quadro 2.

Quadro 2 — Pontos de coleta das amostras de agua.

Ponto de | Coordenadas geograficas | Ponto de | Coordenadas geograficas
coleta coleta

1 -27.207393, -48.950980 4 -27.600077, -48.522403

2 -27.099874, -48.933707 5 -27.600097, -48.521657

3 -27.597998, -48.522916 6 -27.595789, -48.517259

Fonte: Autoria propria (2023).

6.2.4 Instrumentacao e condicées Cromatograficas

As analises cromatograficas foram realizadas em cromatografo liquido,
modelo LC 20 AT da Shimadzu, equipado com detector de arranjo de diodos,
modelo SPD-M20A, com loop de 20 pL e injector manual Rheodyne, modelo 7725i.
Uma coluna C18 (250 mm de comprimento x 4,6 mm de didmetro interno e
espessura de filme de 5 ym) da Agilent Technologies foi usada para separacgao
cromatografica. A vazao da fase moével foi de 1 mL min-', constituida de uma mistura
de 55% de acetonitrila e 45% de agua ultrapura acidificada com acido formico 0,1%,
empregando o modo isocratico por 18 minutos. Os comprimentos de onda

monitorados foram de 230 nm para o NAP e 200 nm para os demais analitos.
6.2.5 Otimizagcao da metodologia
Para a otimizacdo desta metodologia foram otimizados alguns parametros

associados as etapas de dessorgao e extracdo, como solvente de dessorgao, tempo

de dessorgao, pH da agua, tempo de extragcéo e % de NaCl na extragao.



81

6.2.5.1 Solvente de dessorgéo

O solvente de dessorcao foi otimizado conforme mencionado anteriormente
na seg¢ao 5.2.5.1. Foram realizados 12 experimentos (incluindo triplicata no ponto
central), utilizando diferentes proporgdes dos solventes ACN, MeOH e AcOEt para
dessorcao dos analitos, conforme descrito anteriormente na Tabela 5. A extracao foi

feita em agua ultrapura.

6.2.5.2 Tempo de dessorgéo

O tempo de extragdo foi otimizado de forma univariada, empregando tempos
de 10, 20 e 30 minutos de dessorgao. As extragdes foram realizadas de forma

univariada em quadruplicata.

6.2.5.3 pH

O pH da amostra foi avaliado de 2 a 6, levando em consideracdo que cada
analito apresenta um valor distinto de pKa, conforme descrito na Tabela 10. Esta

otimizacao foi feita de forma univariada em quadruplicata.

6.2.5.4 Tempo de extragdo e % de NaCl

O efeito da forga ibnica (% de NaCl) na amostra foi outro paradmetro
importante avaliado, juntamente com o tempo de extragdo, através de um
planejamento Doehlert, onde 9 experimentos foram realizados (incluindo triplicata no

ponto central) variando as condigdes utilizadas, conforme descrito na Tabela 11.
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Tabela 11 — Experimentos realizados no planejamento Doehlert para otimizagdo do

tempo de extracéo e % de NaCl.

Experimentos Tempo de extragido % de NaCl
Cod. (min) Cod. Valor
1 -0,5 60 0,866 20
2 0,5 120 0,866 20
3 -1 30 0 10
4 0 90 0 10
5 1 150 0 10
6 -0,5 60 -0,866 0
7 0,5 120 0,866 0
8 0 90 0 10
9 0 90 0 10

Fonte: Autoria propria (2023).

Também foi avaliada a PAni que proporcionou a melhor eficiéncia de
extragao utilizando condi¢cdes pré-estabelecidas. Os dados experimentais obtidos
foram avaliados empregando estratégias multivariadas e univariadas utilizando os

softwares Statistica 8.0 e Microsoft Excel 2016.

6.2.6 Parametros analiticos de mérito

Os parametros analiticos de mérito foram obtidos através de curvas de
calibracédo construidas com adigao de padrdo em agua ultrapura, nas concentragoes
de 15 pyg L' a 500 yg L para todos os analitos, com 9 pontos, feitos em triplicata. A
faixa linear de trabalho, equagao da reta, coeficiente de determinagéo (R?), limite de
quantificacdo (LOQ), limite de detecgdo (LOD), recuperacéo relativa e precisdes
intradia e interdia foram avaliados. O LOQ foi determinado como primeiro ponto da
faixa linear de trabalho para cada analito. O LOD foi calculado utilizando o LOQ
dividido por 3,3 (Lopes et al., 2022a). A recuperagdo estd relacionada com a
exatidao e a precisdo com o desvio padrao relativo (RSD), sendo assim, os ensaios
de recuperacao relativa e as precisdes intradia e interdia foram avaliados utilizando
a amostra de agua coletada no Ponto 1, diferente daquela que foi utilizada na curva
de calibragao (agua ultrapura), em 3 niveis de concentragdo em comum para todos

os analito.
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6.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.3.1 Selecao da PAni para fase extratora

Primeiramente, foi realizada a extragdo em agua ultrapura para avaliar se
haviam picos interferentes no tempo de retencdo dos analitos, provenientes de cada

uma das PAnis. Os cromatogramas obtidos podem ser observados na Figura 30.

Figura 30 — Cromatogramas do branco obtido para cada uma das PAnis e injecéao
direta de 1 mg L™'. Condigbes TF-SPME: 1,5 mL de agua ultrapura, 90 minutos de
extracdo, sem mudanca de pH e sem adicdo de sal, dessor¢ao liquida com 300 uL

de ACN e 20 minutos de dessorgdo. A = 200 nm.
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Injecdo 1 mg L-1

Fonte: Autoria prépria (2023).

De acordo com a Figura 30, em todos os cromatogramas, ha um pico
proveniente das PAnis que coincide no tempo de retengédo da IND, desta forma, nao
foi possivel realizar a quantificacdo deste analito. Dando continuidade, foram
realizados estudos com a finalidade de verificar qual PAni apresentaria uma maior
eficiéncia na extragdo dos anti-inflamatérios ndo esteroidais. Foram realizadas

extracbes utilizando as seguintes condi¢cdes pré-estabelecidas: 1,5 mL de agua
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ultrapura fortificada com 500 uygL™' de cada analito, tempo de extragdo de 90
minutos, nesta etapa nao foi feita adicao de sal e o pH da amostra foi alterado para
3. Para etapa de dessorcao, foram utilizados 300 uyL de ACN e o tempo de
dessorcao foi de 20 minutos. Esta primeira otimizacdo foi realizada de forma
univariada em quadruplicata e os resultados obtidos estdo apresentados na Figura
31.

Figura 31 — Grafico de barras obtido para avaliar a eficiéncia de extragcdo de cada
uma das PAnis. Condi¢gdes TF-SPME: 1,5 mL de agua ultrapura fortificada com 500
ugL™' de cada analito, 90 minutos de extragdo, pH = 3 e sem adigdo de sal,

dessorcao liquida com 300 uL de ACN e 20 minutos de dessorgao.
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Fonte: Autoria propria (2023).

De acordo com o grafico de barras apresentado na Figura 31, percebe-se
que quando foi utilizado a PAni dopada com HCI e a PAni dopada com acido oxalico,
a resposta cromatografica da ASP foi inferior a dos demais analitos. Isso nao
aconteceu quando a PAni-silica dopada com HCI ou a PAni-silica dopada com acido
oxalico foram utilizadas. Conforme mencionado anteriormente, o uso de particulas
de silica na sintese destas PAnis, possivelmente proporcionou um aumento no
nuamero de interagdes dos analitos com a fase extratora, uma vez que a silica

apresenta grupos hidroxila (-OH) provenientes de silandis residuais, e estes grupos
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podem interagir principalmente por ligacbes de hidrogénio com os analitos. Além
disso, foi verificado na sec¢éo 4.4.5 que, as PAnis apresentaram valores semelhantes
de area superficial especifica, entretanto, os valores encontrados para PAni-silica
dopada com HCI e para a PAni-silica dopada com acido oxalico foram maiores que
as demais PAnis, ou seja, uma maior quantidade de superficie encontra-se
disponivel para interagdo com os analitos.

Visando a quantificacdo de todos os analitos, considerou-se que o0s
melhores resultados (>80%) foram obtidos usando a PAni-silica dopada com HCl e a
PAni-silica dopada com acido oxalico, sendo que as respostas cromatograficas
foram muito préximas. A fim de empregar uma fase extratora diferente daquela
utilizada anteriormente na secédo 5, foram realizados testes de variancia ANOVA
(fator unico), garantindo assim, que nao haveria diferenca significativa (F<Fcritico)
entre utilizar a PAni-silica dopada com HCI ou a PAni-silica dopada com acido
oxalico, sendo que os resultados destes testes podem ser observados na Tabela 3-A
do Apéndice A. Desta forma, a PAni-silica dopada com HCI foi selecionada e
utilizada nas otimizacdes posteriores.

Uma comparacgao foi feita avaliando a eficiéncia de extragdo da PAni-silica
dopada com HCI a de outros materiais comercialmente disponiveis (FL-PR e C18-E)
provenientes de cartuchos de SPE. O uso destas fases comerciais pode ser
justificado pela sua dispobilidade no laboratério no momento do estudo em questao
e também pelo fato de que esses materiais podem ser utilizados para extragao de
analitos polares ou hidrofébicos. Os resultados desta comparagao podem ser vistos

na Figura 32.
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Figura 32 — Grafico de barras obtido para avaliar a eficiéncia de extracdo da PAni-
silica dopada com HCI, em comparagdao com materiais comerciais. Condi¢cdes TF-
SPME: 1,5 mL de agua ultrapura fortificada com 500 ugL™" de cada analito, 90
minutos de extracdo, pH = 3 e sem adi¢cao de sal, dessorg¢ao liquida com 300 uL de
ACN e 20 minutos de dessorgao.
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Fonte: Autoria prépria (2023).

Como visto na Figura 32, comparando a PAni-dopada com HCI com as fases
extratoras comerciais, a extragdo da ASP e do AME empregando a PAni-silica
dopada com HCI apresentou as maiores respostas cromatograficas (100%),
entretanto, os resultados encontrados na extragao do NAP e do IBU também podem
ser considerados satisfatorios (>80%), uma vez que o objetivo deste trabalho é
realizar a determinacao/quantificacdo de todos os analitos, o que n&o poderia ser

feito para ASP, utilizando fases extratoras comerciais.

6.3.2 Otimizacao do solvente de dessorgao

Conforme mencionado anteriormente, a otimizacdo do solvente de
dessorgéo € uma etapa de extrema importancia, pois tem como finalidade verificar
qual o solvente ou mistura de solventes seria mais eficaz para dessorver uma maior

quantidade de analitos que estariam interagindo, neste caso, com a PAni-silica
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dopada com HCI e consequentemente, fornecer as melhores respostas

cromatograficas. Os resultados obtidos podem ser observados na Figura 33.

Figura 33 — Superficie de resposta obtida utilizando um planejamento simplex-
centroide para otimizagdo do solvente de dessorgdo (R? = 0,9538). Condigdes TF-
SPME: 1,5 mL de agua ultrapura fortificada com 500 uygL™' de cada analito, 90
minutos de extracdo, pH da agua ajustado para 3 e sem adigdo de sal, dessorgéo

liquida com 300 pL de diferentes solventes e 20 minutos de dessorgao.
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Fonte: Autoria propria (2023).

De acordo com a Figura 33, a superficie de resposta foi obtida a partir da
média geométrica das areas dos picos cromatograficos, utilizando uma fungao
quadratica (R?> = 0,9538) e a Tabela ANOVA referente a esta superficie é
apresentada na Tabela 4-A do Apéndice A. As menores respostas foram obtidas em
experimentos que utilizaram AcEOt, independente da proporcao, pois este solvente
causava uma interferéncia no cromatograma, sendo que os picos de alguns analitos
nao eram visualizados quando se utilizava este solvente. Duas regides de resposta

maxima sao observadas, sendo uma delas composta por 100% de ACN e outra por
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100% de MeOH. Considerando que um dos solventes utilizados como fase movel na
separagao cromatografica era ACN, optou-se pela selegdo e utilizacdo de ACN
como solvente de dessorcdo, sendo esta condicdo mantida nas otimizagdes

posteriores.

6.3.3 Otimizacao do tempo de dessorg¢ao

Nesta metodologia, o tempo de dessorgdo também foi otimizado, conforme
descrito anteriomente na sec¢ado 6.2.5.2. Os resultados obtidos para essa otimizacao

estdo apresentados na Figura 34.

Figura 34 — Grafico de barras obtido para otimizagcdo do tempo de dessorgéo.
Condigdes TF-SPME: 1,5 mL de agua ultrapura fortificada com 500 ygL™' de cada
analito, 90 minutos de extragdo, pH da agua ajustado para 3 e sem adigdo de sal,

dessorcao liquida com 300 uL de ACN e diferentes tempos de dessorcéao.
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Fonte: Autoria propria (2023).

De acordo com os resultados obtidos no grafico de barras apresentado na
Figura 34, a medida que o tempo de dessorgao foi aumentando, a média das areas
normalizadas para cada um dos analitos também aumentou, e esse comportamento
provavelmente aconteceu porque quanto maior o tempo envolvido na dessorcao,

uma maior quantidade de analitos é dessorvida. Os melhores resultados (>80%)
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foram obtidos em 20 e 30 minutos de dessorgao, entretanto, 30 minutos apresentou
os maiores valores de RSD. Com a finalidade de favorecer a frequéncia analitica do
método, foram realizados testes de varidancia ANOVA, onde se pode verificar,
através dos resultados apresentados na Tabela 5-A (Apéndice A), que ndo havia
diferencga significativa (F<Fcritico) entre utilizar 20 ou 30 minutos de dessorgéo, logo,

optou-se por selecionar o tempo de 20 minutos como condi¢ao otimizada.
6.3.4 Otimizacao do pH da amostra

A otimizacdo do pH da amostra foi feita e os resultados obtidos estdo
apresentados na Figura 35.

Figura 35 — Grafico de barras obtido para otimizagdo do pH da amostra. Condi¢des
TF-SPME: 1,5 mL de agua ultrapura fortificada com 500 ugL™" de cada analito, 90
minutos de extracdo, diferentes valores de pH e sem adicdo de sal, dessorcao
liquida com 300 uL de ACN e 20 minutos de dessorc¢ao.
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Fonte: Autoria propria (2023).

De acordo com a Figura 35, nota-se que a média das areas normalizadas de
cada analito variou conforme foi feita a mudang¢a do pH da amostra. Geralmente, em

técnicas de preparo de amostra, a extracdo dos analitos é favorecida quando estes
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se encontram em sua forma neutra (pH da amostra < pKa do analito), pois ocorre um
aumento no numero de interagdes do tipo -1 e ligagdes de hidrogénio com a fase
extratora (Comelli et al., 2022; Yang et al., 2023). Sendo assim, juntamente com o
grafico de distribuicdo de espécies (Figura 36), o comportamento de cada analito

pode ser justificado.

Figura 36 — Grafico de distribuicdo de espécies em fungdo do pH da amostra.
*Analitos: ASP, NAP e IBU, a linha em azul representa a espécie neutra e a linha
vermelha representa a espécie ionizada. No caso do AME, existem quatro linhas,

sendo uma delas representando a espécie neutra (verde) e as outras, as espécies

ionizadas.
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Fonte: Autoria propria (2023).
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Na extracdo da ASP, os melhores resultados (>80%) foram obtidos em
valores de pH 2 e pH 3, isso porque o pKa da ASP ¢é 3,49; logo, abaixo deste valor
de pH, uma propor¢cdo maior do analito estara presente na amostra em sua forma
neutra. No caso do NAP e do IBU, o perfil da resposta cromatografica foi
semelhante, o que era esperado, pois estes analitos apresentam valores de pKas
proximos (NAP — 4,15 e IBU — 4,96). Os resultados obtidos para o AME diferem dos
resultados obtidos para o NAP, mesmo ambos tendo praticamente o mesmo valor de
pKa (AME - 5,12), isso provavelmente aconteceu porque o AME apresenta mais de
um hidrogénio ionizavel, ou seja, apdos a mudanca de pH, este analito pode ser
encontrado em mais de duas formas na amostra. Apesar de que nao foram obtidos
bons resultados empregando valores de pH maiores que o pKa, ainda foi possivel
observar que ocorrem interacbes eletrostaticas, mesmo que em menores
proporgdes, entre a fase extratora e os analitos em sua forma ionizada. Como os
melhores resultados (>80%) foram obtidos em pH 3, este pH foi selecionado e

mantido como condigao otimizada.

6.3.5 Otimizagao do tempo de extragao e % de NaCl

Para esta otimizacado, os experimentos foram feitos variando as condicdes
de tempo de extragao e % de NaCl na amostra, conforme descrito anteriormente na
Tabela 11. A partir da média geométrica das areas dos picos cromatograficos foi
obtida a superficie de resposta apresentada na Figura 37, que foi baseada em uma
fungdo quadratica gerando um R? = 0,9010. Ademais, a Tabela ANOVA ¢
apresentada na Tabela 6-A (Apéndice A). A condigdo 6tima de extragéo foi obtida
empregando um tempo de extragdo de aproximadamente 100 minutos e sem a

adicao de NaCl.
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Figura 37 — Superficie de resposta obtida utilizando o planejamento Doehlert para
otimizag&do do tempo de extragdo e % de NaCl (R? = 0,9010). Condi¢gdes TF-SPME:
1,5 mL de agua ultrapura fortificada com 500 ugL™' de cada analito, pH da agua

ajustado para 3, variando o tempo de extragao e o percentual de NaCl, dessorgéo
liquida com 300 pL de ACN e 20 minutos de dessorgéo.
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Fonte: Autoria prépria (2023).

A questdo do tempo de extracdo pode ser justificada, pois conforme
mencionado anteriormente, assim como na técnica de SPME, na TF-SPME, o tempo
de extragdo deve ser suficiente para atingir o equilibrio de distribuigdo dos analitos
na fase extratora e na amostra. Neste caso, o aumento no % de NaCl n&o forneceu
boas respostas cromatograficas, isso provavelmente aconteceu, pois, a polaridade
dos analitos é relativamente baixa (log Kow = 3,97), exceto no caso da ASP (log Kow
= 1,19) e do NAP (log Kow = 3,18), ou seja, a eficiéncia de extracdao nao foi
influenciada pelo efeito salting out, que ocorre principalmente quando a solubilidade
dos analitos de média a alta polaridade (log Kow < 3,5), diminui com a adigao de sal
na amostra, fazendo com que a sua a migragcao para fase extratora seja favorecida
(Corazza et al., 2017; Dias et al., 2015). Além de que, a presenga de sal pode ter
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provocado um aumento da viscosidade da amostra e consequentemente, limitando a
migracao dos analitos para a fase extratora (PAni-silica dopada com HCI).

Por fim, as condi¢cdes otimizadas deste método foram estabelecidas
empregando PAni-silica dopada com acido oxalico como fase extratora, 1,5 mL de
agua ultrapura, 100 minutos de extragao, pH ajustado para 3 e sem adi¢ao de sal.

Na etapa de dessorgao, 300 yL de ACN e 20 minutos de dessorgéo.

6.3.6 Parametros analiticos de mérito

A validagdo do método foi feita primeiramente através da obtencdo dos
parametros analiticos de mérito, onde as curvas de calibracdo (Figura 2-A, do
Apéndice A) foram construidas com adicdo de padrdo em agua ultrapura e os

resultados estao apresentados na Tabela 12.

Tabela 12 — Faixa linear de trabalho, equacao linear, coeficiente de determinacéo

(R?), LOD e LOQ dos analitos no método proposto.

Faixa linear

LOD LoOQ
Analitos de trabalho Equacao linear R?
(mg L) (ng L")
(ug L)
ASP 15 -500 y =157,98x + 2856,4 0,9971 4,55 15
NAP 15 -500 y = 1868,2x - 6656,4 0,9991 4,55 15
IBU 15 -500 y =363,55x - 1332,1 0,9987 4,55 15
AME 15 -500 y =839,63x - 1676,1 0,9957 4,55 15

Fonte: Autoria propria (2023).

De acordo com a Tabela 12, os coeficientes de correlacdo linear variaram de
0,9971 para ASP, 0,9991 para NAP, 0,9987 para IBU e 0,9957 para AME, o que
indica boas correlagdes entre os dados e que estes se encontram pouco dispersos
em relagédo a curva de calibragédo. Os valores de LOD e LOQ variaram de 4,55 e 15
ug L, respectivamente. A aplicabilidade e a exatiddo da metodologia foram
avaliadas por meio dos ensaios de precisdo intradia e interdia e recuperacdes

relativas para cada um dos analitos. Os resultados obtidos encontram-se na Tabela



94

13. Neste estudo, a amostra de agua utilizada foi aquela coletada no Ponto 1
(Quadro 2), ou seja, uma amostra diferente da que foi utilizada na curva de
calibragdo (agua ultrapura) e um dos cromatogramas obtidos pode ser visualizado

na Figura 38. As demais amostras foram analisadas para aplicagdo do método.

Tabela 13 — Recuperagao relativa e precisdes intradia e interdia.

Recuperagao Precisao Precisao
Fortificagcao
Analitos relativa (%) intradia (RSD) interdia (RSD)
(ng L)

(n=3) (%) (n=3) (%) (n=9)
50 93 6 15
ASP 200 112 5 12
500 117 2 14
50 110 6 15
NAP 200 102 3 9
500 100 2 6
50 84 4 9
IBU 200 92 1 9
500 97 3 6
50 81 8 12
AME 200 90 6 14
500 89 4 11

Fonte: Autoria propria (2023).

Como visto na Tabela 13, os valores de precisao intradia e interdia variaram
de 1 a 8% e de 6 a 15%, respectivamente, ambos considerados satisfatorios. As
recuperacoes relativas dos analitos variaram de 81 a 117% e estdo de acordo com o
que é estabelecido pelo Guia de Validacdo da Associacdo de Quimicos Analiticos
Oficiais (AOAC, 2016).
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Figura 38 — Cromatogramas do branco (azul) e da amostra de agua fortificada
(amarelo), obtidos no estudo da recuperacéao relativa. Condigdes TF-SPME: 1,5 mL
de agua com 500 pgL™' de cada analito, 100 minutos de extragdo, pH da agua
ajustado para 3 e sem adi¢cdo de sal, dessorcdo liquida com 300 yL de ACN e 20

minutos de dessorcgao.
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Fonte: Autoria propria (2023).

Seis amostras de agua foram coletadas em diferentes pontos, conforme
descrito no Quadro 2 e analisadas sem fortificagdo, sendo que os resultados obtidos
estdo descritos na Tabela 14, como visto, os analitos NAP e IBU n&o foram
detectados em nenhuma das amostras analisadas, enquanto que a ASP e o AME
foram identificados e determinados nas amostras coletadas nos pontos 2, 3,5e 6 e
nao foram detectados nas amostras de agua coletadas nos pontos 1 e 4. As
concetragdes encontradas foram de 23 a 62 ug L™! para ASP e de 27 a 46 ug L™
para o AME. A presenga destes analitos em diferentes amostras de agua pode ser
atribuida a uma possivel contaminacdo, decorrente de descarte inadequado do
esgoto doméstico langado no ambiente proximo aos pontos onde as amostras foram
coletadas, considerando que estas foram coletadas em regides de alta densidade
demografrica.
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Tabela 14 — Analise das amostras de agua.

Concentragao encontrada (ug L™")

Ponto de coleta ASP NAP IBU AME
1 ND ND ND ND
2 42 ND ND 46
3 23 ND ND 27
4 ND ND ND ND
5 60 ND ND 42
6 62 ND ND 44

ND: n&o detectado. Fonte: Autoria propria (2023).

Foi feita uma comparagdo do método desenvolvido com outros métodos
publicados na literatura para a determinagao de anti-inflamatérios nao esteroidais e
esta comparacao esta apresentada na Tabela 15. Conforme é possivel observar, os
valores de LOQ para este método foram elevados, quando comparados aos valores
encontrados em outros métodos. No entanto, deve-se ressaltar que os outros
métodos utilizaram diferentes formas de calculo do LOQ e outras técnicas analiticas
instrumentais, como LC-MS ou GC-MS, que apresentam uma maior sensibilidade. O
método proposto foi o primeiro a utilizar TF-SPME com PAni-silica dopada com HCI
como fase extratora na quantificacdo de todos os analitos (ASP, NAP, IBU e AME),
sendo esta fase obtida facilmente através da sintese, utilizando poucos reagentes, o
que reduz o custo envolvido em relacdo ao custo de uma fase extratora comercial,
como por exemplo, Oasis™ HBL. Além disso, os métodos encontrados na literatura
utilizaram grandes volumes de amostra (variando de 5 mL a 300 mL) e tempos totais
de preparo por amostra mais longos (de 3,5 min a 110 min). O método aqui relatado
requer apenas 1,5 mL e um tempo total de preparo de aproximadamente 1,5 min por
amostra, se o sistema de placas de 96 pocos de amostragem for operado na
capacidade maxima, logo o método apresenta alta frequéncia analitica, ja que varias

amostras podem ser analisadas simultaneamente.
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Tabela 15 — Comparagdo do método proposto com outros métodos relatados na literatura para a determinagao de anti-

inflamatorios nao esteroidais em amostras de agua.

(continua)
Volume de Técnica Ref.
Técnica de Fase extratora amostra — analitica
Analitos LOQ (ug L) extracao Tempo total de
preparo por
amostra

ASP
NAP 15 TF-SPME PAni-silica dopada 1,5mL-1,5min  HPLC-DAD Este estudo
IBU com HCI
AME
ASP 2,74 SPE COF@PS-GMA 10 mL — 11 min HPLC-UV Li et al. (2018)
NAP 0,44
IBU 1,89
ASP 0,032 RDSE Cartucho 50 mL — 110 min GC-MS Manzo et al.
NAP 0,024 Oasis™ HBL (2014)
IBU 0,007
AME 0,019
NAP 0,60 MSPE FesOs@MIL-101(Cr) 5 mL - 3,5 min HPLC-UV Yang et al.
IBU 3,20 (2023)
AME 0,78
NAP * SPE MOF-199 50 mL — nédo HPLC-UV Amiri e Ghaemi
IBU informado (2021)
IBU 0,271 SPE Cartucho 300 mL — 80 min LC-MS Matongo et al.

Oasis™ HBL (2015)
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Tabela 15 — Comparagdao do método proposto com outros métodos relatados na literatura para a determinagao de anti-
inflamatorios nao esteroidais em amostras de agua.

(concluséo)

Volume de Técnica Ref.
Técnica de Fase extratora amostra — analitica
Analitos LOQ (ug L) extracao Tempo total de
preparo por
amostra
ASP 1,287
NAP 0,642 SPE LDH-ACA 10 mL — 11 min HPLC-UV Shafiei-Navid,
IBU 0,015 Hosseinzadeh e
Ghani (2022)

NAP 36,9 SPE poli(HEMA-co-EDMA) 25 mL — 60 min HPLC-DAD  Medina, Acquaviva e
IBU 20,2 Reta (2020)
NAP 0,40 MSPE FesOs@IL- HCP 25 mL — 12 min HPLC-DAD Han et al. (2023)
IBU 0,9
NAP 8 SPE MWCNTs 10 mL — 30 min HPLC-DAD  Al-Khateeb e Dahas
IBU 98 (2021)
NAP 0,495 MSPE FesO4@MON-PElsoo 10 mL — 20 min HPLC-UV He et al. (2021)
IBU 0,282
NAP 0,10 MSPE FesOs@PSB Nao informado — HPLC-UV Yeganeh-Salman et
IBU 0,05 5 min al. (2022)

*Apenas o LOD foi informado (NAP e IBU, LOD = 0,01 e 0,02 ug L'); TF-SPME: microextragcdo em fase sélida de filme fino; SPE: extragdo em fase solida;
RDSE: extracdo sortiva em disco rotativo; MSPE: extracdo em fase sélida magnética; HPLC-DAD: cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecc¢ao por
arranjo de diodos; HPLC-UV: cromatografia liquida de alta eficiéncia por deteccéo ultravioleta; GC-MS: cromatografia gasosa com deteccédo por
espectrometria de massas; LC-MS: cromatografia liquida com detecdo por espectrometria de massas.
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6.4 CONCLUSOES PARCIAIS

Neste estudo, uma metodologia de alta frequéncia analitica foi desenvolvida
com sucesso para extracdo e determinacdo de quatro anti-inflamatérios nao
esteroidais (ASP, NAP, IBU e AME) em amostras de agua usando PAni-silica
dopada com HCI como nova fase extratora na técnica de TF-SPME associada ao
sistema de placas de 96 pogos de amostragem. A condigao otimizada foi obtida com
1,5 mL de agua, com ajuste de pH para aproximadamente pH = 3 e sem adigéo de
sal, 300 uL de ACN foram utilizados na dessor¢cdo. O tempo de extragdo foi de
aproximadamente 1 minuto por amostra e o tempo de dessorgdo foi de 0,20
segundos por amostra, mais uma vez, considerou-se esta condigdo quando a
capacidade maxima do sistema de placas de pogos de amostragem é utilizada. A
metodologia exibiu resultados satisfatorios, incluindo valores de LOD e LOQ na faixa
de 4,55 a 15%, os coeficientes de correlacao linear (r) foram iguais ou superiores a
0,995. As recuperacgoes relativas variaram de 81% a 117%, e as precisdes intradia e
interdia (n = 3 e n = 9, respectivamente) foram iguais ou inferiores a 15%, sendo
considerados valores aceitaveis, uma vez que estdo de acordo com o que foi
estabelecido pelo Guia de Validagao da Associacao de Quimicos Analiticos Oficiais.
A quantificacdo de dois dos analitos (ASP e AME) foi realizada em amostras reais a
partir desta metodologia. Ademais, alguns aspectos amigaveis podem ser
destacados, se comparados se comparados com outros métodos reportados na
literatura, como um menor uso de amostra, fase extratora e consumo de solvente

organico, logo a geracao de residuos foi reduzida.



100

7 CONCLUSAO FINAL E PERSPECTIVAS

A partir deste trabalho foi possivel comprovar que diferentes PAnis podem ser
utilizadas como fase extratora em TF-SPME. A simplicidade da sintese e o baixo
custo envolvido possibilitou obter faciimente estas PAnis, as quais foram
posteriormente caracterizadas e avaliadas em metodologias distintas. Em ambas as
metodologias, otimizagbes univariadas e multivariadas foram utilizadas, o tempo
total de preparo por amostra foi relativamente baixo, uma vez que aproximadamente
1,5 minutos sao requeridos, o que favorece para uma boa frequéncia analitica dos
meétodos, ressaltando o uso do sistema de placas de pogos de amostragem. Na
primeira metodologia, os valores de coeficiente de determinacdo foram maiores ou
iguais a 0,9969, a recuperacéo relativa variou de 71-115%, os valores de precisao
intradia foram menores ou iguais a 12% e precisao interdia menores ou iguais a
20%. Ja na segunda metodologia, os valores de coeficiente de determinagao foram
maiores ou iguais a 0,9957, a recuperacao relativa variou de 81-117%, os valores de
precisdo intradia foram menores ou iguais a 8% e precisdo interdia menores ou
iguais a 15%. Estando de acordo com os limites aceitaveis estabelecidos pela
AOAC. Diante dos resultados obtidos neste trabalho e de todo o conhecimento
adquirido durante a sua realizacdo, como perspectivas futuras sugere-se uma
continuacdo desta linha de pesquisa, aprofundando o estudo da utilizagdo destas
PAnis em outras técnicas miniaturizadas de preparo de amostra, buscando a
extracao/determinacao de outras classes de compostos em outras matrizes, como
amostras alimenticias ou até mesmo amostras biolégicas, como por exemplo, saliva
e plasma. Um diferencial também seria averiguar outras possiveis formas de
caracterizagao a se fazer, como a espectroscopia fotoeletrénica de raios-X (XPS),
que teria como finalidade fornecer informacdes detalhadas sobre o estado de
oxidagdo e composicdo elementar de cada PAni e a analise termogravimétrica
(TGA), que visa avaliar o comportamento térmico a partir da variagdo de massa em
funcdo da temperatura, desta forma, o embasamento cientifico relacionado a

identificacdo e compreensao destas PAnis seria aprofundado.
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APENDICE A

Figura 1-A. Curvas analiticas dos horménios em urina.
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Figura 1-A. Curvas analiticas dos hormbnios em urina.
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Figura 2-A. Curvas de calibragdo dos anti-inflamatérios ndo esteroidais em agua
ultrapura.
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Figura 2-A. Curvas de calibragdo dos anti-inflamatérios ndo esteroidais em agua

ultrapura.
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Tabela 1-A. Tabela ANOVA obtida para o planejamento simplex-centréide.

Erro

8,771412E+08

2,923804E+08

Fonte SS df MS F o]
Modelo 7,999560E+09 5 1,599912E+09  10,14006 0,006870
Erro total 9,466876E+08 6 1,577813E+08
Falta de ajuste 3,447025E+08 4 8,617562E+07  0,28630 0,867421
Erro puro 6,019851E+08 2 3,009926E+08
Total ajustado 8,946247E+09 11  8,132952E+08
Tabela 2-A. Tabela ANOVA obtida para o planejamento Doehlert.
Fonte SS df MS F o]
(1) Tempo (min) (L)  1,057164E+09 1  1,057164E+09 3,615713  0,153404
Tempo (min) (Q) 6,323562E+07 1  6,323562E+07 0,216279  0,673567
(2) pH (L) 1,074909E+09 1  1,074909E+09 3,676407  0,151024
pH (Q) 7,163202E+08 1 7,163202E+08 2,449960  0,215496
1L by 2L 3,674930E+08 1  3,674930E+08 1,256900  0,343888
Falta de ajuste 6,121815E+08 1 6,121815E+08 4,620940 0,164579
3
8

Total SS

4,277424E+09

Tabela 3-A Resultados dos testes

realizados para cada um dos analitos.

ANOVA fator unico com 95% de confianca

(continua)
ASP
Grupo Contagem Soma Média Variancia
PAni-silica
dopada com
HCI 4 586628 146657 217294280
PAni-silica
dopada com
acido
oxalico 4 600283 150070,8 4648324,3
ANOVA
Fonte da
variagdo SQ gl MQ F valor-P F critico
Entre
grupos 23307378,13 1 23307378 0,2100307 0,662873 5,987378
Dentro dos
grupos 665827812,8 6 1,11E+08
Total 689135190,9 7




Tabela 3-A Resultados dos testes ANOVA fator Unico com 95%

realizados para cada um dos analitos.
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de confianca

(concluséo)

NAP
Grupo Contagem Soma Média Variédncia
PAni-silica
dopada com
HCI 4 3082526 770631,5 143448074
PAni-silica
dopada com
acido
oxalico 4 3181505 795376,3 1,168E+09
ANOVA
Fonte da
variagao SQ gl MQ F valor-P F critico
Entre
grupos 1224605305 1 1,22E+09  1,8671426 0,220794 5,987378
Dentro dos
grupos 3935227944 6 6,56E+08
Total 5159833249 7
IBU
Grupo Contagem Soma Média Variancia
PAni-silica
dopada com
HCI 4 843207 210801,8 82966732
PAni-silica
dopada com
acido
oxalico 4 875639 218909,8 296190809
ANOVA
Fonte da
variagdo SQ gl MQ F valor-P F critico
Entre
grupos 131479328 1 1,31E+08  0,693534 0,436852 5,987378
Dentro dos
grupos 1137472622 6 1,9E+08
Total 1268951950 7
AME
Grupo Contagem Soma Média Variancia
PAni-silica
dopada com
HCI 4 1827665 456916,3 376819072
PAni-silica
dopada com
acido
oxalico 4 1842030 460507,5 301704158
ANOVA
Fonte da
variagao SQ gl MQ F valor-P F critico
Entre
grupos 25794153,13 1 25794153 0,0760303  0,792002 5,987378
Dentro dos
grupos 2035569690 6 3,39E+08
Total 2061363843 7
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Tabela 4-A. Tabela ANOVA obtida para o planejamento simplex-centroide.

Fonte SS df MS F o]
Modelo 1,883570E+11 5 3,767140E+10 24,77 0,000614
Erro total 9,124623E+09 6 1,520770E+09
Falta de ajuste 9,124264E+09 4 2,281066E+09  12723,59 0,000079
Erro puro 3,585570E+05 2 1,792785E+05

Total ajustado

1,974816E+11

—_
—_

1,795287E+10

Tabela 5-A Resultados dos testes ANOVA fator unico com 95% de confianca

realizados para cada um dos analitos.

(continua)
ASP
Grupo Contagem Soma Média Variancia
20 minutos 4 453472 113368 56529865
30 minutos 4 466306 116576,5 352904646
ANOVA
Fonte da
variagdo SQ gl MQ F valor-P F critico
Entre
grupos 205889445 1 20588945 0,1005726 0,761888639 5,987377607
Dentro dos
grupos 1228303533 6 2,05E+08
Total 1248892478 7
NAP
Grupo Contagem Soma Média Variancia
20 minutos 4 1355177 338794,3 164612931
30 minutos 4 1418474 354618,5 3,38E+09
ANOVA
Fonte da
variagdo SQ gl MQ F valor-P F critico
Entre
grupos 500813776,1 1 5,01E+08  0,282559 0,614123965 5,987377607
Dentro dos
grupos 10634531210 6 1,77E+09
Total 11135344986 7
IBU
Grupo Contagem Soma Média Variancia
20 minutos 4 600292 150073 83326194
30 minutos 4 695593 173898,3 792097992
ANOVA
Fonte da
variagdo SQ gl MQ F valor-P F critico
Entre
grupos 1135285075 1 1,14E+09 2,5936799 0,158416606 5,987377607
Dentro dos
grupos 2626272559 6 4,38E+08
Total 3761557634 7
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Tabela 5-A Resultados dos testes ANOVA fator unico com 95% de confianca

realizados para cada um dos analitos.

(concluséo)

AME
Grupo Contagem Soma Média Variédncia
20 minutos 4 1603666 400916,5 605304306
30 minutos 4 1819328 454832 2,875E+09
ANOVA
Fonte da
variagdo SQ gl MQ F valor-P F critico
Entre
grupos 5813762281 1 5,81E+09  3,3406394 0,117354793 5,987377607
Dentro dos
grupos 10441885327 6 1,74E+09
Total 16255647608 7

Tabela 6-A. Tabela ANOVA obtida para o planejamento Doehlert.

Erro

5,076697E+08

2,5638348E+08

Fonte SS df MS F p

(1) Tempo (min) (L)  9,323326E+08 1  9,323326E+08 3,672989 0,195356
Tempo (min) (Q) 1,131580E+08 1 1,131580E+08 0,445794 0,573070
(2) % NaCl (L) 1,143958E+09 1 1,143958E+09 4,506703 0,167759
% NaCl (Q) 2,384620E+09 1 2,384620E+09 9,394376 0,091994
1L by 2L 1,271628E+08 1 1,271628E+08 0,500967 0,552441
Falta de ajuste 4,405539E+07 1 4,405539E+07 0,173559 0,717422

2

8

Total SS

5,673472E+09
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