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RESUMO 

As determinações, em níveis de traços, de fármacos em matrizes biológicas são 

de extrema importância. Amostras biológicas tais como o plasma são consideradas 

matrizes complexas, pois contêm uma grande variedade de compostos endógenos, 

orgânicos e inorgânicos, em conjunto às espécies de interesse em nível traço. Neste 

sentido, além da etapa de limpeza, é essencial extrair e enriquecer os analitos dessas 

amostras complexas antes de realizar a detecção instrumental. A microextração em fase 

sólida (SPME) tem ganhado destaque frente aos métodos convencionais, pois minimiza 

o volume da amostra e o consumo de solventes orgânicos, permite a reutilização das 

fases extratoras, a pré-concentração dos analitos, além de ser rápida e passível de 

automação. Apesar de algumas fases extratoras estarem disponíveis comercialmente 

para as análises por SPME, o desenvolvimento de novas fases extratoras mais 

seletivas, estáveis e de baixo custo, tem sido necessário para o avanço científico e maior 

abrangência da técnica. Dentre os diversos possíveis novos materiais, aqueles 

baseados em hidrogéis se mostram promissores para esta aplicação, pois o grande 

número de grupos funcionais, a depender de sua rota sintética, os credencia para 

extração de compostos de diferentes polaridades e seletividade adequada. Neste 

trabalho, dentre as diversas composições avaliadas, um novo dispositivo à base de 

hidrogel de alginato foi desenvolvido e empregado para a extração de fluoxetina e 

norfluoxetina em plasma humano. O método cromatográfico via cromatografia liquida 

com detecção por fluorescência foi otimizado, bem como os parâmetros de extração e 

dessorção via SPME, realizado com auxílio de planejamento multivariado. Ainda não 

relatado na literatura, o dispositivo desenvolvido neste estudo foi capaz de atuar como 

um material de acesso restrito (RAM) para a exclusão de mais de 95% das proteínas 

presentes na matriz biológica. Os resultados apresentados indicam o potencial uso da 

fase/dispositivo para fins quantitativos na extração dos fármacos em matrizes biológicas 

em intervalos de concentração compatíveis com os esperados pela literatura.  
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ABSTRACT 

The determinations, in trace levels, of drugs in biological matrices are extremely 

important. Biological samples such as plasma are considered complex matrices, once 

they contain a wide variety of endogenous, organic, and inorganic compounds, together 

with the species of interest at the trace level. In this sense, in addition to the cleaning 

step, it is essential to extract and enrich the analytes from these complex samples before 

performing instrumental detection. Solid-phase microextraction (SPME) has gained 

prominence over conventional methods, as it minimizes the sample volume and 

consumption of organic solvents, allows the reuse of extracting phases, the pre-

concentration of analytes, in addition to being fast and capable of automation. Although 

some extractive phases are commercially available for SPME analysis, the development 

of new extractive phases that are more selective, stable, and low cost has been 

necessary for scientific advancement and greater scope of the technique. Among the 

various possible new materials, those based on hydrogels are promising for this 

application, once a large number of functional groups, depending on their synthetic route, 

qualifies them for the extraction of compounds of different polarities and adequate 

selectivity. In this work, among the different compositions evaluated, a new device based 

on alginate hydrogel was developed and used for the extraction of fluoxetine and 

norfluoxetine from human plasma. The chromatographic method via liquid 

chromatography with fluorescence detection was optimized, as well as the extraction 

and desorption parameters via SPME, performed with the aid of multivariate planning. 

Not yet reported in the literature, the device developed in this study was able to act as a 

restricted access material (RAM) for the exclusion of more than 95% of the proteins 

present in the biological matrix. The results indicate the potential use of the phase/device 

for quantitative purposes in extracting drugs from biological matrices at concentration 

ranges compatible with those expected in the literature. 

 

Keywords: Hydrogel. Alginate. HPLC-FL. Microextraction. Human plasma. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Fármacos em Matrizes Biológicas 

As determinações, em níveis de traços, de fármacos em matrizes biológicas são 

de extrema importância, pois geram valiosos dados para diversos fins, como, por 

exemplo, monitorização terapêutica (assegura a eficácia do tratamento e minimiza os 

efeitos adversos dos fármacos), toxicidade, diagnóstico de intoxicações acidentais ou 

intencionais, esclarecimento da causa mortis, estudo de farmacocinética e detecção de 

drogas ilícitas. Para os estudos de monitorização terapêutica, esta tem sido indicada em 

situações onde a eficácia do medicamento é questionada, quando o paciente exibe 

toxicidade provavelmente relacionada ao fármaco, quando há suspeita de não 

aderência do paciente ao regime de dosagem estabelecido, nas situações de interações 

de fármacos, nas patologias associadas, em situações de mudanças na formulação, ou 

ainda quando a condição do paciente é refratária ao regime de dosagem convencional 

(TAYLOR; ROBINSON; SPIVEY-MILLER, 1993). 

Como a coleta de amostras de sangue é minimamente invasiva e os dispositivos 

de amostragem estão amplamente disponíveis em consultórios médicos e hospitais, o 

plasma sanguíneo e o soro humano tem sido os fluidos biológicos mais comumente 

usados em estudos de farmacocinética e metabolômica humana (LESCHE et al., 2016). 

Tanto o plasma quanto o soro são derivados do sangue total que passou por diferentes 

processos bioquímicos após sua coleta. O soro é obtido a partir do sangue coagulado. 

Os coágulos de fibrina formados durante a coagulação, junto com as células sanguíneas 

e fatores de coagulação relacionados, são separados do soro por centrifugação. 

Durante este processo, as plaquetas liberam proteínas (por exemplo, citocinas pró-

inflamatórias) e metabólitos (por exemplo, esfingosina-1-fosfato) no soro. Já, para obter 

o plasma, um anticoagulante como EDTA ou heparina é adicionado antes da remoção 

das células sanguíneas (YU et al., 2011). As vantagens do uso de plasma frente ao soro 

são seu processamento rápido, pois não há necessidade de esperar que o sangue 

coagule, maior rendimento, menor risco de hemólise e trombocitólise e praticamente 

nenhuma interferência da coagulação pós-centrífuga, que pode ocorrer no soro 

(DETTMER et al., 2010). Neste sentido, o plasma tem sido a amostra biológica mais 

empregada para estudo de monitorização de fármacos, uma vez que existe relação 

direta entre a quantidade de fármaco consumida e a concentração detectada de analitos 

nesta matriz (BORDIN et al., 2015), gerando valiosas informações a respeito da 

exposição direta dos tecidos aos fármacos. 

Na literatura, grande parte dos trabalhos publicados a respeito da determinação 

de fármacos em plasma é realizada com classes como antidepressivos, 
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anticoagulantes, antiepiléticos, anti-inflamatórios não esteroidais, antibióticos, 

analgésicos, entre outros. Como parte dos medicamentos pertencentes às classes de 

fármacos supracitados é de fácil acesso à população em geral, a um baixo custo e com 

conhecida eficácia de tratamento, existe um constante interesse no desenvolvimento de 

métodos analíticos para a determinação destes em matrizes biológicas, como o plasma 

humano.  

Neste sentido, os fármacos ácido acetilsalicílico (AAS), amoxicilina (AMX), 

diclofenaco (DCF), fluoxetina (FLX), ibuprofeno (IBU), paracetamol (PA) e reserpina 

(RES), cujos padrões encontravam-se disponíveis no laboratório em que esse projeto 

foi desenvolvido, foram estudados, buscando selecionar uma molécula modelo que 

possuísse uma detecção analítica satisfatória para demonstrar a eficiência dessa 

metodologia, que poderá ser aplicada para fármacos diversos. Uma breve descrição das 

principais características destes compostos será apresentada a seguir: 

- Ácido acetilsalicílico: o AAS é um princípio ativo do grupo dos anti-

inflamatórios não esteroides (AINE) que possui indicações para o alívio de cefaleia, 

inflamações e febre, sendo também usado para a profilaxia de infarto do miocárdio e 

diabetes (SOUSA et al., 2018). A concentração de AAS no plasma encontra-se 

normalmente na faixa de 0,02 a 2,01 μg mL-1. Em Stevens et al. (2019), foi obtida uma 

concentração plasmática máxima média (Cmax) de 10 μg mL-1 após ingerida uma dose 

de 500 mg de AAS. 

- Amoxicilina: a AMX é um antibiótico β-lactâmico, usado para tratar infecções 

causadas por certas bactérias, como pneumonia, bronquite, doença venérea e ouvido, 

pulmão, nariz, trato urinário, e infecções de pele. Também é utilizada antes de cirurgias 

ou trabalho odontológico para prevenir infecções (SHEN et al., 2016). A concentração 

de AMX encontrada no plasma é em torno de 0,16 a 14,7 μg mL-1. Em Pei et al. (2011), 

foi obtida uma Cmax de 6,5 μg mL-1 após a ingestão de 1 g do fármaco. 

- Diclofenaco: o DCF é um fármaco analgésico, antipirético e anti-inflamatório 

amplamente utilizado em todo o mundo (ŚWIACKA; SZANIAWSKA; CABAN, 2019). 

Devido à sua curta meia-vida biológica em plasma (1 a 2 horas), são necessárias várias 

administrações da droga, causando efeitos adversos comuns como gastrite, ulceração 

péptica e depressão das funções renais (CHEIKH et al., 2019). DCF é completamente 

absorvido após administração oral. Em El-Yazbi et al. (2018), foi obtida uma Cmax de 1,3 

μg mL−1 após o período de 1 hora da ingestão de um comprimido com revestimento 

entérico de 50 mg. Sua concentração no plasma encontra-se na faixa de 0,25 a 5,0 μg 

mL−1. 
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- Fluoxetina: a FLX é um dos medicamentos mais comumente prescritos para o 

tratamento da depressão durante a gravidez e também pós-parto (ZACCARELLI-

MAGALHÃES et al., 2020). É destinada ao tratamento da depressão associada ou não 

com ansiedade, bulimia nervosa, do transtorno obsessivo-compulsivo (TOC) e do 

transtorno disfórico pré-menstrual (TDPM), incluindo tensão pré-menstrual (TPM), 

irritabilidade e disforia. Cmax de FLX são alcançadas dentro de 6 a 8 horas, sendo que a 

faixa de concentração plasmática terapêutica recomendada para este fármaco tem sido 

de 30 a 500 ng mL-1 (LEANDRO, 2010). 

- Ibuprofeno: o IBU, ácido 2-(4-isobutilfenil)propiônico, é um AINE com 

propriedades analgésicas e antipiréticas. Foi desenvolvido como uma droga 

antirreumática na década de 1960 e atualmente é um dos remédios mais comuns de 

venda livre (OLIVEIRA et al., 2019). A concentração de IBU comumente encontrada no 

plasma é de 10 a 25 μgmL-1 (SEABRA, 2015). Em Stevens et al. (2019), foi obtida uma 

Cmax de 27,4 μg mL-1 após uma dose de 400 mg de IBU. 

- Paracetamol: o PA, acetaminofeno, é um dos fármacos analgésicos e 

antipiréticos mais vendidos sem receita. Por outro lado, praticamente não tem efeito 

anti-inflamatório. Está presente na composição de muitos medicamentos conhecidos 

para gripes e resfriados, sendo amplamente utilizado para aliviar a febre e dores baixas 

a moderadas. Para o tratamento de dor mais intensa, ele é usado em combinação com 

AINE ou drogas opioides. (TYSZCZUK-ROTKO; JAWORSKA; JĘDRUCHNIEWICZ, 

2019). O paracetamol é considerado um antipirético eficaz nas concentrações 

plasmáticas de 10 a 20 μg mL-1 (GIBB; ANDERSON, 2008). Em Chen et al. (2005), foi 

obtida uma Cmax de 6,7 μg mL-1 de PA após uma dose de 650 mg do fármaco. 

- Reserpina: a RES, um alcaloide extraído das raízes de uma planta indiana, 

Rauwolfia serpentina, foi um dos primeiros fármacos eficazes utilizados em larga escala 

no tratamento da hipertensão. Atualmente, é considerado um fármaco eficaz e 

relativamente seguro para o tratamento da hipertensão ligeira a moderada (EL-DIN et 

al., 2016). No plasma, o nível de RES comumente encontrado é entre 0,12 a 25 ng      

mL-1. Em El-Din et al. (2016), foi obtida uma Cmax de 0,27 ng mL−1após a ingestão de 0,1 

mg de RES. 

A Tabela 1 traz algumas informações e características físico-químicas desses 

possíveis compostos de interesse para esse projeto. 
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Tabela 1. Informações e características físico-químicas dos compostos de interesse 

deste projeto 

Composto Fórmula Estrutural CAS 
Massa Molar 

(g mol-1) 
pKa Log Kow 

Ácido 
Acetilsalicílico 

(AAS)  
50-78-2 180,159 3,49 1,19 

Amoxicilina 
(AMX) 

 

26787-78-0 365,404 

– COOH 
pKa1: 2,69 a 

– NH2  
pKa2: 7,49 a 

– OH  
pKa3: 9,63 a 

0,87 

Diclofenaco 
(DCF) 

 

15307-86-5 296,147 4,15 4,51 

Fluoxetina 
(FLX) 

 

54910-89-3 309,33 9,8 4,65 

Ibuprofeno 
(IBU) 

 

15687-27-1 206,285 5,3b 3,97 

Paracetamol 
(PA)  

103-90-2 151,165 9,38 0,46 

Reserpina 
(RES) 

 

50-55-5 608,688 6,6 3,3 

 

pKa: logaritmo negativo da constante de dissociação ácida; log Kow: logaritmo da constante de partição 
octanol/água; aDado obtido em (DEMIREZEN; YILDIZ; YILMAZ, 2019); b Dado obtido em (BUSHRA; 

ASLAM, 2010). Fonte dos demais dados: PubChem. 
 

 

Com relação aos métodos analíticos para a determinação de fármacos em 

matrizes biológicas, técnicas como a cromatografia líquida de alta eficiência (LC – liquid 

chromatography), cromatografia gasosa (GC – gas chromatography) e eletroforese 

capilar (CE – capillary electrophoresis), são adequadas para análise de matrizes com 

diversos componentes, como fluidos biológicos. Entretanto, devido à complexidade das 

matrizes biológicas, à baixa concentração do analito e à presença de substâncias 
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interferentes que são incompatíveis com as colunas cromatográficas, as amostras a 

serem analisadas requerem um pré-tratamento. 

 

1.2 Técnicas de Preparo de Amostras 

O tratamento prévio de amostras biológicas, eliminação de interferentes 

(compostos endógenos ou outros fármacos que os pacientes podem administrar de 

forma concomitante com os analitos), extração e pré-concentração dos analitos, tem 

sido um procedimento indispensável e extremamente importante para o 

desenvolvimento de métodos cromatográficos com sensibilidade e seletividade analítica 

adequada às análises de fármacos no intervalo terapêutico (SILVA, 2007). 

Amostras biológicas, tais como cabelo, sangue, plasma e urina, são 

consideradas matrizes complexas, pois contêm compostos orgânicos e inorgânicos 

extras, como proteínas, sais e demais substâncias, junto aos traços das espécies de 

interesse. Consequentemente, devido à baixa concentração dos analitos (comumente 

presentes na faixa de ng ou μg) e a presença de impurezas e interferentes, é essencial 

extrair e enriquecer os componentes alvo dessas amostras complexas antes de realizar 

a detecção instrumental (HASHEMI; ZOHRABI; SHAMSIPUR, 2018).  

A extração líquido-líquido (LLE – liquid-liquid extraction) e a extração em fase 

sólida (SPE – solid-phase extraction) têm sido as técnicas mais empregadas no preparo 

de amostras biológicas para análises de fármacos por técnicas cromatográficas para 

fins de monitorização terapêutica e propósitos toxicológicos, por apresentarem altas 

taxas de recuperação e, em especial na LLE, pela sua simplicidade.  

Por outro lado, a LLE apresenta desvantagens, tais como consumo de solventes 

orgânicos de alta pureza, exposição do analista a compostos tóxicos, requer a 

concentração da fase orgânica, necessidade de várias etapas para sua execução e 

ocorre formação de emulsão entre as fases, o que resulta na perda do analito. A SPE, 

por sua vez, apresenta uma grande variedade de fases extratoras, resultando em 

diferentes tipos de interações com os analitos e favorecendo a seletividade analítica, 

possibilitando a automação das análises e o acoplamento em linha com técnicas 

cromatográficas. Entretanto, apresenta certas limitações, como o bloqueio dos poros da 

fase extratora pelos componentes da matriz biológica, utilização de solventes orgânicos 

para a eluição, variações analíticas entre cartuchos extratores e várias etapas 

operacionais para sua execução (FARAJZADEH; SAFI; YADEGHARI, 2019; ABD-

TALIB; MOHD-SETAPAR; KHAMIS, 2014).  
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Dentre os trabalhos presentes na literatura, destacam-se algumas aplicações de 

técnicas de preparo de amostras em matrizes biológicas, com seus respectivos limites 

de quantificação (Tabela 2). 

 

Tabela 2. Aplicação de técnicas de preparo de amostras em matrizes biológicas 

Compostos Matriz 
Preparo de 

amostra 
Técnica 

cromatográfica 
LQ  

(ng mL-1) 
Referência 

Olanzapina 

Fluoxetina 

Norfluoxetina 

Plasma LLE LC-MS/MS 0,05 Ni et al. (2018) 

(R)-, (S)-Fluoxetina 

(R)-, (S)-Norfluoxetina 
Plasma ovino LLE LC-MS/MS 1 

Chow et al. 

(2011) 

Fluoxetina 

Norfluoxetina 

Mancha de 

sangue seco 
LE LC-MS/MS 10 

Silva et al. 

(2018) 

(R)-, (S)-Fluoxetina 

(R)-, (S)-Norfluoxetina 
Plasma 

in-tube 

PPY SPME 

in-tube 

SPME/LC-FL 

10 

15 

Silva; Lanças; 

Queiroz (2009) 

LLE: extração líquido-líquido; LE: extração líquida; PPY: polipirrol; SPME: microextração em fase sólida; 

LC-MS/MS: cromatografia líquida-espectrometria de massa em tandem; LC-FL: cromatografia líquida com 

detecção por fluorescência. 

 

Neste contexto, os avanços recentes em preparo de amostra têm sido focados 

na miniaturização, automação, alto desempenho, além da possibilidade de hifenação 

com outros instrumentos analíticos e baixo custo de operação, através do baixo ou 

inexistente consumo de solventes e de configurações que requerem instrumentação 

simples, presente na maioria dos laboratórios especializados em desenvolvimento de 

metodologias cromatográficas. A diminuição das etapas de preparo de amostra é 

importante, não somente para reduzir o erro experimental, mas também para a redução 

do tempo e do custo das análises, especialmente nos casos onde a análise de traços é 

requerida. Neste contexto, pode-se destacar as técnicas de microextração, as quais 

utilizam mínimos volumes de solventes (microlitros) ou nenhum solvente orgânico e o 

volume da fase extratora é bem menor quando comparado ao volume da amostra 

(SILVA, 2011). 

 

1.2.1 Microextração em Fase Sólida (SPME) 

 A microextração em fase sólida (SPME – solid-phase microextraction), 

introduzida por Arthur e Pawliszyn (1990), é um exemplo típico de técnica miniaturizada 
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de preparo de amostras. Bem estabelecida como uma das mais populares técnicas 

“verdes” para o pré-tratamento e enriquecimento de um amplo espectro de matrizes 

complexas (HASHEMI; ZOHRABI; SHAMSIPUR, 2018), esta técnica propicia resultados 

de análises rápidas, baixo consumo de solvente (em alguns casos nenhum consumo), 

menor exposição dos analistas às amostras possivelmente contaminadas e aos 

solventes tóxicos. Além disso, quando hifenada a sistemas analíticos, essa técnica 

também apresenta uma maior precisão analítica quando comparada à SPME de 

bancada.  

 Na técnica SPME, o dispositivo disponibilizado comercialmente é semelhante a 

uma seringa contendo uma fibra de sílica fundida recoberta com uma fase extratora 

polimérica ou um sólido adsorvente, onde os solutos são diretamente extraídos da 

amostra para o recobrimento da fibra (Figura 1a). A técnica consiste de um processo 

baseado no equilíbrio de partição entre as fases: aquosa (amostra homogênea), 

polimérica extratora (fibra) e gasosa. Durante a extração em um sistema trifásico 

considerado ideal, os analitos migram entre as três fases até que o equilíbrio de partição 

seja atingido (Figura 1b). Dessa forma, a massa extraída do analito pela fibra está 

relacionada ao equilíbrio de massas nas fases do sistema. A extração pode ser realizada 

pela exposição da fibra diretamente na amostra, ou na fase gasosa (headspace) (Figura 
1b). A quantidade de analito absorvido (migrando para o interior da fibra) ou adsorvido 

(permanecendo na camada superficial da fibra) está linearmente relacionada com a 

concentração inicial do analito na amostra, permitindo assim, a análise quantitativa 

(MUSTEATA; PAWLISZYN, 2005).  

 Com o intuito de alcançar melhores condições para determinação 

cromatográfica, é de extrema importância a otimização da etapa de extração e 

dessorção dos analitos. Para tal, parâmetros como tempo de extração, tempo de 

dessorção, pH de extração, força iônica do meio, temperatura da extração e espessura 

da camada polimérica são avaliados, visando a necessidade e a possibilidade de obter 

a melhor condição de extração e dessorção, além de menor tempo e menor custo do 

processo.  

Dentre as desvantagens da técnica SPME, pode-se destacar a fragilidade das 

fibras, baixa capacidade de sorção devido ao pequeno volume de fase extratora (0,5 

μL), baixa estabilidade das fases extratoras na presença de solventes orgânicos ou em 

solução tampão com valores extremos de pH, e o número limitado de fases extratoras 

disponíveis comercialmente, as quais são adequadas apenas para a determinação de 

solutos não iônicos (PAWLISZYN, J., 1999). 
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a) 

 
b) 

 
Figura 1. a) Dispositivo comercial para SPME: 1 – Fibra extratora, 2 – Agulha de aço, 3 – Corpo do 

aplicador, 4 – Septo de silicone, 5 – Guia do aplicador, 6 – Guia do êmbolo, 7 – Êmbolo;  
b) Representação dos modos de extração SPME: direto (à esquerda) e headspace (à direita).  

Fonte: Adaptado de Lord; Pawliszyn (2000). 

 

Por algum tempo o principal alvo das pesquisas em termos de técnicas 

miniaturizadas de preparo de amostras foi a busca de automação das análises, via 

extração em tubo capilar (in-tube SPME) (SILVA; LANÇAS; QUEIROZ, 2008) ou por 

meio de acoplamentos em linha com os sistemas cromatográficos (GC, LC e CE). 

Acreditando em um suficiente desenvolvimento nesta vertente, atualmente, a maioria 

dos estudos com relação ao progresso das técnicas de microextração está focada na 

avaliação de novas tecnologias para o desenvolvimento de fases extratoras. O 

desenvolvimento de novas fases extratoras mais seletivas, estáveis e de baixo custo, 

tem sido necessário para o aprimoramento destas técnicas, buscando uma maior gama 

de aplicações e métodos com sensibilidade analítica adequada para as determinações 

de compostos diversos em amostras complexas. Neste contexto, novos revestimentos, 

tais como: polímeros condutores (TURAZZI et al., 2019), materiais de acesso restrito 

(RAM) (LAGO, et al., 2020), nanomateriais (LI et al., 2020), polímeros molecularmente 
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impressos (MIP) (DÍAZ-ALVAREZ; TURIEL; MARTÍN-ESTEBAN, 2019), materiais 

imunossorventes (PICHON; COMBÈS; DELAUNAY, 2019), entre outros, têm sido 

avaliados. 

 

1.3 Materiais de Acesso Restrito (RAM) 

O desenvolvimento de fases sorventes seletivas tais como os materiais de 

acesso restrito (RAM – restricted acess media), tem permitido a introdução direta de 

fluidos biológicos em sistemas cromatográficos, reduzindo o tempo da análise (FARIA 

et al., 2017). As fases de acesso restrito possuem uma superfície hidrofílica 

biocompatível na parte externa e hidrofóbica (suportes de sílica, C8 ou C18, por 

exemplo) no interior dos poros da partícula do sorvente. Nesse sistema, as 

macromoléculas são excluídas por uma barreira física, relacionada ao diâmetro do poro 

ou por uma barreira de difusão química, gerada por uma rede de proteínas (albumina 

sérica bovina, BSA ou humana, HSA) ou polímeros na superfície externa da partícula. 

Já as moléculas pequenas (analitos) penetram nos poros (hidrofóbicos) e são retidas, 

através do processo de partição, como pode ser observado na Figura 2.  

Assim, etapas adicionais de exclusão de proteínas plasmáticas baseadas na 

precipitação das mesmas são eliminadas do procedimento analítico. Este fato diminui a 

morosidade do método proposto ao mesmo tempo que elimina a possibilidade de 

retenção dos fármacos durante tal processo, o que poderia acarretar em maiores limites 

de quantificação.  

 

 

Figura 2. Esquema da retenção seletiva das moléculas pequenas e exclusão das proteínas presentes na 
matriz biológica pelo material de acesso restrito. Fonte: Neto (2007). 
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Muitas pesquisas recentes têm como objetivo modificar sorventes convencionais 

para obter fases RAM. Desta forma, todas as vantagens dos sorventes convencionais 

(como alta capacidade de adsorção e seletividade) podem estar associadas à 

capacidade de excluir proteínas. Destaca-se como a BSA pode ser convertida em fases 

RAM através da modificação de suas superfícies externas com grupos hidrofílicos, 

assim como pela presença de pequenos poros acessíveis apenas a moléculas de baixa 

massa molar (LI, et al., 2021; HUANG, W. et al., 2018).  

A BSA é a principal portadora de ácidos graxos insolúveis no plasma sanguíneo. 

No corpo humano, esta proteína ajuda a eliminar os radicais livres e desativa o 

metabolismo de vários linfócitos tóxicos. Suas propriedades físico-químicas incluem um 

ponto isoelétrico de 4,8, massa molar de 69 kDa e tamanho de 11,6 × 2,7 × 2,7 nm. A 

BSA é também a principal proteína do plasma sanguíneo e tem sido utilizada como 

referência em testes clínicos e estudos de imobilização (VARNIER et al., 2018). 

A barreira química, obtida pela presença de grupos hidrofílicos, evita a ligação 

irreversível de proteínas através da geração de uma superfície externa hidrofílica. Além 

disso, esta barreira física, caracterizada pelo tamanho pequeno de poros, desempenha 

um papel dominante no mecanismo de exclusão de proteínas (FARIA et al., 2017). Na 

Tabela 3 são apresentados artigos atuais envolvendo aplicações de RAM na 

determinação de fármacos em matrizes biológicas. 

Tabela 3. Aplicações RAM na determinação de fármacos em fluidos biológicos 

Analitos Matriz RAM Método 
Analítico Referências 

Amisulprida Plasma Capcell Pak MF 
Ph-1-C18 

SPE-HPLC-
DAD 

He et al.  
(2019) 

Cetoprofeno 
Naproxeno 

Indometacina 
Diclofenaco 

Soro RA HFIP-alkanol 
SUPRAS 

HPLC-
tandem-MS 

Li, X. et al. 
(2020) 

Magnolol 
Honokiol 

Plasma de 
ratos 

Monolithic RAM-
SPE HPLC/UV Zhou, J. et 

al. (2020) 
Antibióticos de 

tetraciclina Leite e ovos RAM-MMIP HPLC/UV Zhou, Y. et 
al. (2020) 

Metronidazol Soro CDs@RAM-MIPs Fluorescência Liu et al. 
(2020) 

Fluoxetina 
Norfluoxetina 

Leite 
materno RAM-BSA LC-MS/MS Lopes et al. 

(2018) 

RAM: material de acesso restrito; M-RACNTs: Nanotubos de carbono com acesso restrito magnético; 
MIP: polímeros molecularmente impressos; RA: acesso restrito; SUPRAS: solvente supramolecular; HFIP: 

hexafluroisopropanol; SPE: extração em fase sólida; MMIP: polímeros magnéticos molecularmente 
impressos; CDs: pontos de carbono; BSA: albumina sérica bovina. 
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Com relação à fase extratora em si, independentemente da aplicação de uma 

fase com características de acesso restrito, diversos materiais, além das fases clássicas 

(C18, por exemplo) têm sido avaliados. Destaca-se aqui, os polímeros, naturais ou 

sintéticos, que incham em água, conhecido como hidrogéis (BASHEER et al., 2008). 

Como o grupo de pesquisa em que esse projeto foi desenvolvido (CroME) vem 

realizando diversos trabalhos e se aprofundando nas aplicabilidades dos hidrogéis 

devido ao seu grande interesse atual, no presente projeto foi utilizado esse material de 

interesse como fase extratora vislumbrando modificá-lo com material RAM no 

desenvolvimento de um dispositivo SPME. 

 

1.4 Hidrogel 

Além de sua aplicabilidade nas áreas médica e farmacêutica, como no 

desenvolvimento de órgãos artificiais, curativos, lentes de contato e sistemas de 

liberação controlada de fármacos, o hidrogel é um material que tem chamado atenção 

em relação as suas potencialidades de aplicação como fase extratora. Isso pode ser 

atribuído, principalmente, a sua estrutura formada por redes poliméricas hidrofílicas, 

química ou fisicamente reticuladas, capazes de absorver e reter grandes quantidades 

de água sem se dissolver (HOFFMAN, 2002; BRITO et al., 2013). A presença de 

diversos sítios hidrofílicos, como hidroxila (–OH), carboxila (–COOH), ácido sulfônico   

(–SO3H) e amina (–NH2) ligados à cadeia polimérica do hidrogel, permite a extração de 

compostos de maior polaridade, o que tem sido um obstáculo para as fases extratoras 

comerciais (BASHIR et al., 2020).  

O retículo dos hidrogéis é formado através de reações de entrecruzamento, que 

visam unir as cadeias poliméricas ou, ainda, ligar cadeias de polímeros distintos gerando 

redes poliméricas híbridas (BERGER et al., 2004). Essa reação ocorre entre os sítios 

reativos do polímero e do agente reticulante, formando ligações inter ou 

intramoleculares (GONSALVES et al., 2011). A reticulação pode ser empregada para 

modificar propriedades dos polímeros, como por exemplo, estabilidade química e 

térmica, rigidez estrutural e permeabilidade (NETO, 2005). O grau de reticulação é um 

fator importante para o preparo dos géis, uma vez que tem influência direta na estrutura 

destes. Quanto maior o grau de reticulação menores são a porosidade da rede e a 

permeabilidade à água, de forma que a difusão de substâncias aprisionadas na rede 

polimérica também é menor (BERGER et al., 2004). A reticulação pode ocorrer via 

ligações covalentes, unindo as cadeias poliméricas permanentemente, ou através de 

ligações iônicas e de hidrogênio, formando géis reversíveis, os quais, 
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consequentemente, apresentam menor estabilidade, pois são sensíveis às alterações 

do pH e da força iônica do meio. No entanto, a reticulação iônica tem como vantagens 

a simplicidade do mecanismo reacional e a possibilidade de o procedimento 

experimental ser realizado em única etapa, que consiste apenas na mistura do agente 

de entrecruzamento com o polímero (GONSALVES et al., 2011).  

Os hidrogéis podem ser preparados a partir de polímeros de origem natural ou 

sintética, sendo que tanto um quanto o outro apresentam propriedades interessantes, 

como por exemplo, a biodegradabilidade e baixa toxicidade dos polímeros naturais, e a 

resistência mecânica, alta capacidade de absorver água e maior vida útil dos polímeros 

sintéticos (AHMED, 2015). Estas características vêm permitindo uma ampla aplicação 

desses materiais nas áreas médica e farmacêutica, como por exemplo no 

desenvolvimento de órgãos artificiais (STATNIK et al., 2020), curativos (DI LUCA et al., 

2018), lentes de contato (GARCÍA-MONTERO et al., 2019) e sistemas de liberação 

controlada de fármacos (CASADEY et al., 2020). 

No caso do hidrogel de alginato (ALG), o biopolímero usado para a formação do 

gel também é utilizado para uma variedade de aplicações industriais, como por exemplo, 

nas indústrias têxtil, cosmética, alimentícia, agrícola e biotecnológica. Este biopolímero 

é tradicionalmente extraído de algumas algas marrons (Phaeophyceae) e pode ser 

produzido por bactérias isoladas do solo, como Azotobacter vinelandii, sendo que a 

principal diferença entre o ALG de alga marinha e os bacterianos é o maior grau de 

acetilação deste último, influenciando especialmente na força de gel. 

A gelificação do ALG, transformando-o em um hidrogel, é feita em condições 

suaves, utilizando reagentes não tóxicos. O ALG possui a capacidade de formar os géis 

por substituição dos íons de sódio dos ácidos gulurônicos por cátions divalentes, como 

Ca+2, que reticulam as cadeias de polímero através do modelo de "caixa de ovo" (Figura 
3), ou diminuindo o valor de pH abaixo o pKa de monômeros ALG usando lactonas como 

d-glucono-lactona (ABASALIZADEH et al., 2020).  
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Figura 3. Estrutura de “caixa de ovo” para gelificação do ALG como resultado da interação iônica entre o 

ALG e um cátion bivalente. Fonte: Abasalizadeh et al. (2020). 

 

Um fator essencial no controle de seu processo de gelificação é a taxa de 

gelificação, uma vez que a gelificação lenta fornece a integridade mecânica para 

uniformizar as estruturas do gel. Enquanto os cátions de cálcio são responsáveis pela 

gelificação rápida e incontrolável do ALG, os grupos carboxilato e fosfato competem 

com os íons de cálcio e reduzem a velocidade do processo de gelificação. Deve ser 

mencionado que o cloreto de cálcio (CaCl2), é a fonte mais significativa de cátions de 

cálcio, sendo responsável pela gelificação rápida e incontrolável, enquanto a baixa 

solubilidade do sulfato de cálcio e do carbonato de cálcio estendem a formação do gel. 

Além disso, a taxa de gelificação depende da temperatura, de forma que temperaturas 

reduzidas causam uma redução na reatividade do Ca2+ (ABASALIZADEH et al., 2020). 

 Apesar das características atrativas do hidrogel, o seu emprego no 

desenvolvimento de novas fases extratoras é algo que teve início apenas na última 

década, sendo ainda pouco explorado. Nesse sentido, destaca-se o trabalho de Basheer 

e colaboradores (2005), que desenvolveram um método de microextração em fibra oca 

revestida com hidrogel de polimetacrilato hidroxilado para a determinação de 

alquilfenóis e bisfenol A em amostras de água do mar por GC-MS. Os autores do 

trabalho alcançaram limites de detecção de 0,07 a 2,34 ng L-1 e coeficientes de variação 

de 5,1% a 11%. A faixa de linearidade foi de 0,01 a 15 μg L-1 e alcançaram um 

coeficiente de correlação (r) de 0,997. 

Mais recentemente, trabalhos do Grupo de Pesquisa no qual este projeto de 

mestrado foi desenvolvido ilustram aplicações do uso de hidrogéis como fase extratora 

para SPME e SPE com objetivo de extração de contaminantes emergentes em amostras 

aquosas. Com relação ao desenvolvimento de dispositivo SPME, um hidrogel de 

alginato (ALG) e zeína (ZN) suportado em fibra de polipropileno (PP) (Figura 4), foi 

empregado na extração via SPME de 14 interferentes endócrinos de matriz aquosa, com 
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viabilidade de reutilização (CASTILHOS et al., 2017). Nesse trabalho, o conjunto de fibra 

de PP-hidrogel composto por uma blenda de hidrogel ALG 2% + ZN (99:1), quando 

utilizado como fase extratora, proporcionou uma maior eficiência de extração para 

compostos de média à baixa polaridade. O aumento da eficiência de extração é 

explicado pela adição da ZN ao hidrogel, formando um material com característica 

hidrofóbica na fase de sorção. Em termos de recuperação do paracetamol, os autores 

obtiveram uma eficiência de extração de 89%, e foram alcançados valores de desvio 

padrão satisfatórios (0,8 a 19,3%). Dessa forma, pode ser utilizado como uma fase de 

sorção anfifílica, garantindo eficiência de extração tanto para compostos orgânicos de 

média e alta polaridade. 

 

Figura 4. Imagens de microscopia eletrônica de varredura: a) fibra PP; b) fibra PP com ALG+ZN. 
Ampliação – 55x; c) filme de ALG+ZN. Ampliação – 7Kx; d) imagem do hidrogel de ALG+ZN suportado na 

fibra PP. Ampliação – 200x; e) fibra PP com hidrogel de ALG+ZN após o procedimento de extração e 
dessorção. Ampliação – 55x. Fonte: Castilhos (2017). 

No caso da extração via SPE, discos de hidrogel baseados em álcool polivinílico 

(PVA) e pectina (PC) (Figura 5), um polímero natural de origem vegetal, foram aplicados 

para extração de hormônios naturais e sintéticos em águas do rio da região 

metropolitana de Curitiba-PR (SAMPAIO et al., 2019). Neste trabalho, foi possível o 

desenvolvimento de uma fase extratora com caráter anfifílico, reprodutível (coeficiente 

de variação < 20%), estável, livre de efeito de memória e de baixo custo 

(aproximadamente R$ 0,20 por unidade).  
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Figura 5. Dispositivo de extração baseado em discos de hidrogel de PVA/PC: a) dispositivo de filtro 
seringa para suporte do disco; b) disco de hidrogel PVA+PC (15:3, m/m), c) imagem de microscopia 
eletrônica de varredura do disco de hidrogel PVA+PC - ampliado 750 x, ilustrando as esferas de PC 

distribuídas no filme de PVA. Fonte: Adaptado de Sampaio (2019). 
 

Apesar das características atrativas do hidrogel, o seu emprego no 

desenvolvimento de novas fases extratoras, em especial para aplicações em amostras 

biológicas, é algo ainda pouco explorado na literatura, uma vez que a maior parte dos 

artigos que utilizam esse tipo de material como fase extratora, além dos citados 

anteriormente, são aplicados em amostras de água (LIU et al., 2021; YUAN et al., 2019) 

e alimentos (HUANG et al., 2020; PINSRITHONG; BUNKOED, 2018). Apenas 

recentemente os hidrogéis foram empregados como fase extratora em matrizes 

biológicas, em amostras de urina (GONZÁLES-MARTÍN et al., 2020). Desse modo, o 

preparo de géis a partir da combinação de biopolímeros com polímeros sintéticos tem 

se mostrado promissor e sua avaliação como fase extratora inclusive para matrizes 

biológicas, como por exemplo, amostras de plasma/soro humano, desperta o interesse 

no campo de desenvolvimento de novos materiais empregados em técnicas de 

microextração. Dito isso, no presente projeto teve-se como objetivo o desenvolvimento 

de uma fase extratora baseada em hidrogel e material de acesso restrito para a extração 

de fármacos em amostras de plasma humano. 

 

1.5 Influência da Pandemia de COVID-19 na Realização do Projeto 

A pandemia da doença por Coronavírus (COVID-19) desencadeou uma crise de 

saúde pública internacional sem precedentes, levando vários países a implementar 

bloqueios para mitigar a propagação do vírus e reduzir a carga sobre os sistemas de 

saúde. Como estratégia de prevenção para frear o avanço da pandemia, o isolamento 

social foi fomentado por diversas instituições governamentais ao redor do mundo. Desta 

forma, diversas faculdades e universidades brasileiras suspenderam as atividades 

presenciais no mês de março de 2020, e, diante da alteração do status quo e isolamento, 

todas as atividades laboratoriais foram interrompidas por tempo indeterminado. Sendo 
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assim, apesar dos esforços para concluir todas as atividades estipuladas para a 

conclusão desse projeto, algumas análises que estavam planejadas, tais como a 

validação analítica e a aplicação do método desenvolvido em amostras reais, não 

puderam ser realizadas. 
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2. OBJETIVOS  

2.1 Objetivo Geral 

Desenvolver um dispositivo para SPME baseado em hidrogel modificado com 

material de acesso restrito para determinação de fármacos em plasma humano.   

 

2.2 Objetivos Específicos 

Os objetivos específicos do trabalho são: 

a) Seleção da molécula modelo para demonstrar a eficiência do método; 

b) Otimização das condições cromatográficas, via cromatografia líquida; 

c) Síntese e avaliação de fases extratoras de materiais baseados em 

hidrogel para extração dos fármacos; 

d) Incorporação de materiais de acesso restrito (BSA – albumina sérica 

bovina) na fase baseada em hidrogel de maior eficiência de extração; 

e) Caracterização físico-química do material proposto, hidrogel-BSA; 

f) Desenvolvimento do dispositivo SPME hidrogel-BSA; 

g) Otimização dos parâmetros de extração por SPME; 

h) Avaliação dos parâmetros analíticos de mérito; 

i) Aplicação do método padronizado e validado em amostras reais de 

plasma de pacientes em terapia com os fármacos de interesse. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Materiais e Reagentes 

Para realizar a seleção dos fármacos de interesse desse projeto, foram utilizados 

padrões analíticos de amoxicilina (AMX), ibuprofeno (IBU), paracetamol (PA), reserpina 

(RES), fluoxetina (FLX), diclofenaco (DCF) e ácido acetilsalicílico (AAS) e o padrão 

interno, a enrofloxacina (ENR), com pureza superior a 98% (m/m) (Sigma-Aldrich®). A 

norfluoxetina (NOR) com 98% de pureza (Cayman Chemical®). Todas as soluções 

padrão foram preparadas em metanol (grau HPLC), considerando os níveis de 

concentração desses compostos no plasma humano. As soluções estoque (100 mg    

mL-1) e de trabalho (50 mg mL-1) foram armazenadas ao abrigo de luz a -18 °C.  

Os polímeros utilizados na síntese dos hidrogéis foram álcool polivinílico (> 99% 

hidrolisado, MM: 89.000 – 98.000 g mol-1), alginato de sódio e cloreto de cálcio anidro 

(Sigma-Aldrich®), e pectina cítrica, adquirida no Mercado Municipal da cidade de 

Curitiba-PR. O agente reticulante empregado foi o ácido cítrico anidro (Qhemis®).  

Os solventes orgânicos para as análises cromatográficas foram acetonitrila, 

metanol e acetato de etila – grau HPLC (Sigma-Aldrich®).  

A água utilizada para o preparo de soluções foi previamente purificada em um 

sistema Milli-Q, modelo Advantage A10, controlado a 18,2 MΩ cm (Millipore®).  

Nos experimentos foram utilizadas fibras ocas de polipropileno (fibras PP) com 

diâmetro interno de 600 μm, espessura de parede de 200 μm e tamanho de poro de 0,2 

μm, adquiridas pelo fornecedor Membrana® (Alemanha). 

 

3.2 Amostras de Plasma 

As amostras de plasma utilizadas nesse projeto foram cedidas pelo Laboratório 

Escola de Análises Clínicas da UFPR. O termo de consentimento livre e esclarecido 

(TCLE) e a aprovação do Comitê de Ética em pesquisa em seres humanos foram 

providenciados no início do desenvolvimento deste projeto. O parecer consubstanciado 

do Comitê de Ética encontra-se no Anexo 1. Na fase inicial de testes, foi utilizado um 

plasma sintético composto de cloreto de sódio (145 mmol L-1), cloreto de potássio (4,5 

mmol L-1), cloreto de cálcio (32,5 mmol L-1), cloreto de magnésio (0,8 mmol L-1), ureia 

(2,5 mmol L-1) e glicose (4,7 mmol L-1), que foi armazenado a 4°C e utilizado no prazo 

de duas semanas, conforme descrito na literatura (ALVI; HAMMAMI, 2011).  
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3.3 Síntese das Fases Baseadas em Hidrogel  

 Avaliou-se hidrogéis com diferentes composições, preparadas conforme descrito 

a seguir: 

- Alginato (ALG): Preparou-se uma quantidade de 10,0 mL de solução aquosa 

1,0% (m/v) em uma chapa de aquecimento, sob temperatura de 60 ºC, e 

agitação. Misturou-se até a percepção de uma condição homogênea por 

inspeção visual. Para a etapa de reticulação instantânea utilizou-se uma solução 

de CaCl2 0,10 mol L-1 (AKHTAR et al., 2015). 

- Álcool polivinílico (PVA): Preparou-se quantidades de 10,0 mL de soluções 

aquosas de 5,0%,10,0%, 15,0% e 20,0% (m/v) em uma chapa de aquecimento, 

sob temperatura de 65 ºC e agitação. Misturou-se até visual homogeneização. 

Adicionou-se o agente reticulante, ácido cítrico anidro, a uma proporção de 

10,0% (m/m). Novamente homogeneizou-se (AKHTAR et al., 2015).  

- Zeína (ZN): Preparada em solvente misto, sendo estes água e etanol 70:30 

(v/v) (SHUKLA; CHERYAN, 2001), a uma concentração de 1,0 mg mL-1. A 

dispersão formada foi agitada a uma temperatura de 60 °C até visual 

homogeneização. 

- Pectina (PC): A pectina cítrica comercial foi purificada por processo de diálise, 

empregando-se membrana de celulose regenerada com MWCO (Molecular 

weight cut off) de 12 a 14 kDa (Spectra/Por®). Para isso, preparou-se uma 

solução de PC com concentração de 10% (m/v), a qual foi acondicionada no 

interior da membrana e deixada em um banho de água destilada. A diálise 

ocorreu durante um período de 3 dias, no qual trocou-se a água destilada 4 

vezes ao dia. Em seguida, a solução de PC foi liofilizada. Após esse processo, 

preparou-se as soluções 1%, 2%, 3% e 4% (m/v) pela dissolução de pectina 

dialisada em água ultrapura, sob temperatura de 60 ºC e agitação, até visual 

homogeneização. 

Na Tabela 4 são discriminadas as soluções empregadas na síntese de cada gel, 

conforme descrito anteriormente, bem como sua composição, isso é, a quantidade 

(m/m) utilizada de cada solução de polímero, e a composição final do hidrogel, 

considerando a massa total dos polímeros. 
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Tabela 4. Diferentes composições dos hidrogéis avaliados 

Hidrogel Soluções dos polímeros 
(m/v) 

Composição das 
soluções do hidrogel 

(m/m) 
Composição final do 

hidrogel* 

1 PVA 5% ALG 1% 
50% PVA 50% ALG 83,33% PVA 16,67% ALG 

2 PVA 10% ALG 2% 
3 PVA 5% PC 1% 

50% PVA 50% PC 

83,33% PVA 16,67% PC 
4 PVA 10% PC 2% 
5 PVA 15% PC 3% 
6 PVA 20% PC 4% 
7 PVA 5% PC 2% 71,43% PVA 28,57% PC 
8 PVA 10% PC 1% 90,91% PVA 9,09% PC 
9 PVA 10% PC 3% 76,92% PVA 23,08% PC 

10 PVA 15% PC 2% 88,24% PVA 11,76% PC 
11 ALG 1% ZN (1 mg mL-1) 

99% ALG 1% ZN 
99,00% ALG 1,00% ZN 

12 ALG 2% ZN (1 mg mL-1) 99,95% ALG 0,05% ZN 
13 ALG 1% ZN (1 mg mL-1) 

97% ALG 3% ZN 
97,00% ALG 3,00% ZN 

14 ALG 2% ZN (1 mg mL-1) 99,85% ALG 0,15% ZN 
15 ALG 1% ZN (1 mg mL-1) 

95% ALG 5% ZN 
95,00% ALG 5,00% ZN 

16 ALG 2% ZN (1 mg mL-1) 99,74% ALG 0,26% ZN 
17 ALG 1% 

100% ALG 100% ALG 
18 ALG 2% 

*Valores percentuais calculados com relação à massa total dos polímeros, desconsiderando a massa do 

agente reticulante. 

 - Preparação dos hidrogéis baseados em PVA e ALG+PC: Primeiramente, foi 

preparada uma dispersão pela mistura, na proporção de 1:1 (m/m), da solução de PVA 

(5%, 10%, 15% ou 20%, m/v) com a solução de um dos polímeros naturais, ALG (1% 

ou 2%, m/v) ou PC (1%, 2%, 3% ou 4%, m/v). Essa dispersão permaneceu sob agitação 

magnética durante 30,0 minutos e, após esse período, adicionou-se uma quantidade de 

ácido cítrico que correspondia a 10% da massa total dos polímeros. Para a solubilização 

do ácido cítrico, empregou-se agitação pelo tempo 10,0 minutos. Posteriormente à 

solubilização do agente reticulante, 1,0 g da dispersão foi adicionado em béqueres de 

10 mL, utilizados, desta maneira, como molde. Esses permaneceram em estufa a 60 °C 

durante 14,0 horas, para que houvesse a reticulação e secagem dos géis. Os hidrogéis 

secos foram, então, retirados do molde e cortados com lâmina de aço inox e os testes 

de estabilidade, após a síntese, em meio aquoso (matriz) e em meio metanólico (meio 

da etapa de dessorção), foram realizados. 

  
 - Preparação dos hidrogéis baseados em ALG ou ALG+ZN: As soluções 

foram preparadas e misturadas conforme a composição disponível na Tabela 3, sob 
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agitação e aquecimento (60 °C). Posteriormente, 1,0 g de cada solução foi adicionada 

em béqueres de 10 mL, utilizados como molde. Para reticulação do hidrogel, foi 

adicionado a cada béquer 1,0 mL de solução 0,10 mol L-1 de CaCl2. Os hidrogéis foram 

deixados reagindo por 1,0 hora e, em seguida, foram realizados os testes de 

estabilidade. 

 

3.4 Preparo do Dispositivo SPME Hidrogel 

Inicialmente, fases extratoras baseadas em hidrogéis foram desenvolvidas e 

avaliadas a fim de serem empregadas na técnica de SPME para a pré-concentração 

dos analitos e remoção de interferentes (compostos endógenos) presentes nas 

amostras de plasma. Esses géis foram preparados através da reticulação do ALG 

(Figura 6). A primeira etapa após a síntese deste material consistiu na avaliação da 

estabilidade física e mecânica (robustez ao manuseio e homogeneidade visual) do 

hidrogel, para verificar se o material teria a possibilidade de ficar suportado no 

dispositivo labmade SPME. 

 

Figura 6. Estrutura possível do polímero de ALG. 

 

Foram preparadas fibras de polipropileno na presença do hidrogel suportado. 

Para isto, diferentes proporções dos constituintes foram avaliadas, a fim de se obter 

uma fase extratora com estabilidade física e química para fins de extração.  

A metodologia de preparo das fibras suportadas com hidrogel foi baseada em 

trabalhos anteriores do Grupo de Pesquisa (CASTILHOS, 2017), primeiramente sem 

realizar alterações nas condições. Para isto, fibras comerciais de PP foram cortadas em 

pedaços de aproximadamente 1,5 cm de comprimento cada uma. Essas fibras foram 

condicionadas em acetona por 5,0 minutos, em banho ultrassônico. Posteriormente, em 

um béquer de 10 mL, contendo as fases líquidas percursoras do hidrogel, foram imersos 

10 pedaços de fibra, para impregnação do hidrogel de forma simultânea, sob agitação 

magnética constante por 2,0 horas a uma temperatura de 60 °C. Após esta etapa, foram 

inseridas barras de aço inoxidável (êmbolos de microsseringas de GC), de diâmetro de 

0,5 mm, no interior do lúmen da fibra oca, construindo-se o chamado disposto labmade 

SPME. Removeu-se o excesso de material nas barras de aço inoxidável. Em seguida, 

o conjunto SPME, constituído por fibra PP-hidrogel, foi obtido por imersão total do 
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dispositivo em uma solução de CaCl2 0,10 mol L-1 durante 2,0 horas, para reticulação. 

Por fim, lavou-se cuidadosamente o dispositivo com água ultrapura. 

  

3.5 Ressonância Plasmônica de Superfície  

 
Com o propósito de investigar o perfil cinético dos processos envolvendo a 

formação do gel e seu intumescimento, o fenômeno da Ressonância de Plásmons de 

Superfície (SPR – surface plasmon resonance) foi explorado. Para essas análises, foi 

empregado o equipamento Autolab Springle (Eco Chemie B. V., Holanda), que 

apresenta como princípio de transdução o fenômeno da reflexão interna total atenuada 

(configuração de Kretschmann). Através desta configuração é possível aplicar o 

fenômeno de excitação dos plásmons para o monitoramento em tempo real do índice 

de refração nas proximidades da interface metal-dielétrico. Para as determinações, o 

equipamento fez uso de um prisma de vidro (BK7) e um chip sensor, que é constituído 

de um disco de vidro recoberto com uma camada nanométrica de ouro (50 nm). Foram 

utilizados raios laser que emitem luz monocromática com comprimentos de onda de 670 

nm como fonte de luz e um fotodiodo como detector.  

Anteriormente aos ensaios, a superfície de ouro do chip sensor foi tratada com 

solução piranha (mistura 1:3 H2O2 (30%) e H2SO4 concentrado) com o propósito de 

remover possíveis contaminantes. Em seguida, o substrato foi lavado diversas vezes 

com água destilada, colocado em banho ultrassom em álcool isopropílico e em acetona 

e, então, secado sob fluxo de gás nitrogênio. Após essa etapa de limpeza, os testes 

foram realizados.  

A técnica de spin-coating foi utilizada para recobrir o chip de ouro, aplicando uma 

velocidade de rotação de 3500 rpm para promover o espalhamento homogêneo do ALG 

sobre a superfície. Em seguida, o chip sensor de SPR recoberto com o ALG foi inserido 

no equipamento. As medidas foram realizadas em água, até a estabilização da linha de 

base, e em solução de CaCl2 0,10 mol L-1, acompanhando dessa forma a formação do 

gel e seu intumescimento através da variação do ângulo do SPR (ΔΘSPR). 

 

3.6 Análise Cromatográfica 

Foram utilizados dois sistemas de cromatografia líquida: 1) HPLC marca Varian®, 

modelo ProStar, equipado com injetor Rheodyne (com loop de 50 μL), bomba ternária 

(modelo 9012Q) e detector Ultravioleta (modelo 320 UV-Vis), para as etapas iniciais de 

seleção dos fármacos de interesse e 2) HPLC marca Varian®, modelo 920-LC, equipado 

com detector Ultravioleta e Fluorescência, para as etapas posteriores à seleção do 
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fármaco FLX como analito. Para a separação dos analitos, em ambos sistemas 

cromatográficos, foi empregada coluna Varian® de octadecilsilano (C18 – 5 μm, 150 mm 

× 4,6 mm), com pré-coluna de fase estacionária similar. As condições cromatográficas, 

como composição da fase móvel (obtida através de combinações dos solventes 

acetonitrila, água e solução tampão de fosfato), vazão, volume de injeção e 

comprimento de ondas avaliados nos detectores, UV e Fluorescência, foram otimizadas. 

Para a elaboração da solução tampão de fosfato com pH 3,0 de concentração 0,1 M, 

foram utilizados o sal dihidrogenofosfato de potássio (KH2PO4) e ácido fosfórico 

(H3PO4). 

 

3.7 Avaliação prévia das Etapas de Extração e Dessorção 

 Inicialmente, a extração foi realizada de forma a obter resultados qualitativos 

(detecção dos picos cromatográficos) e semi-quantitativos (comparação de intensidade 

entre os picos) entre os experimentos, para fins de comparação entre os hidrogéis 

sintetizados. Nessa etapa, em béqueres de 10 mL, adicionou-se 8,0 mL das soluções 

padrão dos fármacos em metanol, de forma a obter uma solução 1,0 μg mL-1. Em 

seguida, o solvente foi evaporado com pequena vazão de ar proveniente de bomba a 

vácuo. Foram então adicionados aos béqueres uma quantidade de 2,4 g de cloreto de 

sódio (NaCl) (30% (m/v)) e 8,0 mL de água ultrapura.  

Posteriormente, o dispositivo contendo a haste de aço inoxidável, a fibra PP e o 

hidrogel de interesse, foi então imerso no interior do béquer para a etapa de extração, 

onde permaneceu sob agitação magnética (aproximadamente 1200 rpm), a 50 ºC por 

30,0 minutos. Decorrido esse tempo, a fibra PP contendo o hidrogel e os analitos 

extraídos foi colocada dentro de um insert de 200 μL onde foram adicionados 190 μL de 

metanol. Em seguida, o vial contendo o insert foi levado para o banho ultrassônico onde 

permaneceu por 60,0 minutos para realizar a dessorção dos analitos da fase extratora 

para o extrato metanólico. Por fim, o extrato final foi encaminhado para injeção 

cromatográfica, sendo avaliada a etapa de secagem e troca de solvente previamente à 

análise por LC. Esse procedimento é representado na Figura 7. 
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Figura 7. Esquema simplificado do procedimento de extração e dessorção dos analitos utilizando o 

dispositivo SPME. Fonte: A autora. 

 

3.8 Seleção dos Fármacos de Interesse 

Com o intuito de desenvolver um dispositivo capaz de realizar a extração de 

fármacos diversos utilizando hidrogel em matrizes biológicas, buscou-se selecionar uma 

molécula modelo que possuísse uma detecção analítica satisfatória para demonstrar a 

eficiência dessa metodologia, que, inclusive, poderá ser aplicada para fármacos 

diversos.  

Dessa maneira os fármacos AMX, IBU, PA, RES, FLX, DCF e AAS, cujos 

padrões encontravam-se disponíveis no laboratório em que esse projeto foi 

desenvolvido, foram estudados devido a sua média polaridade e presença de grupos 

hidroxila e amina, que esperava-se ter uma alta interação com o hidrogel. Estes 

fármacos passaram por uma série de avaliações, de forma a selecionar o analito que 

2 - Evaporação do MeOH 
utilizando bomba de vácuo 

4 - Adição do dispositivo 
SPME sob agitação e 

aquecimento controlado 

5 - Imersão da fibra no insert com 
MeOH e dessorção em banho 

ultrassônico 

6 - Injeção e análise por 
HPLC 

1 - Adição das soluções padrão  

3 - Adição de 
H2O/plasma e NaCl H
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fornecesse resultados satisfatórios em termos de intensidade de pico e resolução 

analítica. 

 

3.9 Otimização dos Parâmetros de Extração via SPME 

Com o objetivo de alcançar melhores condições de visualização cromatográfica, 

foi realizada a otimização da etapa de extração e dessorção dos analitos. Na otimização 

de um procedimento analítico existe a necessidade de ajustarem-se muitas variáveis 

para o estabelecimento das melhores condições para a análise. A realização desse 

processo usando uma otimização univariada convencional pode consumir muito tempo 

e material, sem contar que essa forma de análise não considera as interações existentes 

entre as variáveis, o que impossibilita encontrar os valores ótimos procurados. 

Procedimentos envolvendo otimização por técnicas multivariadas vêm sendo muito 

utilizados no desenvolvimento de métodos analíticos por serem mais econômicos e 

efetivos, além de permitir que mais de uma variável seja otimizada simultaneamente 

(OLIVEIRA; FIGUEIREDO; SANTOS-NETO, 2013). 

Devido à sua simplicidade, planejamentos fatoriais de dois níveis são geralmente 

utilizados em investigações preliminares, quando se deseja saber se determinados 

fatores têm ou não influência sobre a resposta, e não se está ainda preocupado com 

uma descrição muito rigorosa dessa influência (BEZERRA, 2003). 

Para estudar o efeito de qualquer fator sobre a resposta é preciso variá-lo e 

observar o resultado dessa variação. Isto implica na realização de ensaios em pelo 

menos dois níveis para cada fator. Se a combinação de K fatores é investigada em dois 

níveis, um planejamento fatorial consistirá de 2 experimentos. Os níveis dos fatores são 

dados pelos sinais menos (-) para o nível inferior e mais (+) para o nível superior. Um 

nível zero (0) pode também ser incluído em replicatas como um ponto central no qual 

todas as variáveis estão em seu valor médio, esse ponto possibilita identificar relações 

não lineares no intervalo estudado, bem como estimar o erro experimental sem a 

necessidade de replicatas de todo o planejamento (OLIVEIRA, 2011). 

Com isso em mente, realizaram-se experimentos multivariados com o intuito de 

diminuir consideravelmente o número de ensaios necessários para se avaliar as 

variáveis através de um planejamento 24 com triplicata do ponto central. Foram levados 

em consideração os parâmetros pH da amostra, força iônica da solução, temperatura 

de extração e tempo de extração (Tabela 5). O planejamento fatorial pode ser 

observado na Tabela 6. 
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Tabela 5. Níveis codificados das variáveis do planejamento 24 para otimização da etapa 
de extração dos analitos presentes na fibra PP-hidrogel. 

   Fator Nível - Ponto central Nível + 
X1 pH de extração 7,0 7,8 8,5 
X2 Força iônica de extração (% m/v) 0 7,5 15 
X3 Temperatura de extração (°C) 20 35 50 
X4 Tempo de extração (min) 30 45 60 
 

Tabela 6. Planejamento fatorial 24 com triplicata do ponto central 

Ensaios X1 X2 X3 X4 
1 - - -  -  
2 + - -  -  
3 - + -  -  
4 + + -  -  
5 - - +  -  
6 + - +  -  
7 - + +  -  
8 + + +  -  
9 - - -  +  
10 + - -  +  
11 - + -  +  
12 + + -  +  
13 - - +  +  
14 + - +  +  
15 - + +  +  
16 + + +  +  
17 0 0 0 0 
18 0 0 0 0 
19 0 0 0 0 

 

Os experimentos foram realizados utilizando o mesmo agitador magnético e com 

velocidade de agitação constante (1300 rpm). Com a mudança de recipiente de extração 

para um tubo de diâmetro menor, o volume de líquido de extração que estava sendo 

utilizado (4,0 mL) pôde ser reduzido para 2,5 mL, diminuindo dessa forma a quantidade 

de amostra necessária e ganhando em termos de difusão. Sendo assim, a extração foi 

realizada mantendo a proporção original de água para plasma, ou seja, em uma mistura 

de 2,180 mL de solução tampão (no respectivo pH de otimização de cada experimento) 

e 0,320 mL de plasma sintético, fortificados com 0,5 μg mL-1 de cada um dos analitos 

(FLX e NOR) e 0,25 μg mL-1 do padrão interno (PI) (ENR).  
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Após a extração, a fibra foi colocada em um insert de vial com um volume de 200 

μL de metanol para a realização da etapa de dessorção (15 minutos em banho 

ultrassônico). 

Posteriormente, foram avaliados de forma univariada a dessorção dos analitos 

utilizando dois solventes diferentes (acetonitrila e metanol) em períodos de 15, 30 e 45 

minutos, e o número de ciclos de imersão da fibra oca no hidrogel (1, 2 e 3 ciclos). Esses 

experimentos foram realizados sem replicatas, de forma a verificar apenas o perfil de 

resposta gerado pelas análises. 

 

3.10 Teste de Exclusão de Proteínas 
Visando comprovar a exclusão das proteínas plasmáticas durante o processo de 

extração, foi aplicado o teste de Bradford para quantificar a exclusão das proteínas 

proporcionada pelo dispositivo de PP-hidrogel. A preparação do reagente e a realização 

do ensaio foram realizados conforme descritos por Bradford (1976), como relatado a 

seguir. 

Preparação de reagente proteico: Azul de Coomassie® Brilhante G-250 (50 mg) foi 

dissolvido em 25 mL de etanol a 95%. A esta solução, foram adicionados 50 mL de ácido 

fosfórico a 85% (m/v). A solução resultante foi diluída até um volume final de 500 mL. 

As concentrações finais no reagente foram 0,01% (m/v) de Azul de Coomassie® 

Brilhante G-250, 4,7% (m/v) de etanol, e 8,5% (m/v) de ácido fosfórico.  

 

Ensaio proteico (método padrão): A solução proteica contendo de 10 a 100 ug de 

proteína num volume até 0,1 mL foi pipetada em tubos de ensaio de 12 x 100 mm. O 

volume no tubo de ensaio foi ajustado a 0,1 mL com tampão de borato 0,1 M pH 8,5. 

Foram adicionados 5,0 mL de reagente proteico ao tubo de ensaio e o conteúdo foi 

agitado com o auxílio de um vortex. A absorbância foi medida a 595 nm contra um 

branco de reagente preparado a partir de 0,1 mL do tampão e 5,0 mL de reagente 

proteico. A concentração da proteína foi traçada contra a absorbância correspondente, 

resultando numa curva padrão que pode ser utilizada para determinar a concentração 

de proteínas em amostras desconhecidas.  
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1 Condições Cromatográficas 

 A fim de obter o melhor sinal possível dos analitos nas etapas posteriores, foram 

obtidos os espectros de absorção de cada analito citado no item 3.8 (Figura 8). Neles, 

foi possível comparar os comprimentos de onda máximos obtidos com os valores 

apresentados na literatura (MOREIRA et al., 2005; ARANCIBIA et al., 2000; SINGH et 

al., 2018; FREITAS et al., 2010; HUNGA et al., 2019; CIERI, 1988; SALEM et al., 2018).  

 Nesses espectros, foram encontrados os comprimentos de onda máximo de 226 

nm para a FLX, 248 nm para o PA, 217 nm para a RES, 230 nm para a AMX, 220 nm 

para o IBU, 269 nm para o AAS e cerca de 220 nm para o DCF. Tais resultados 

obtiveram uma concordância com aos valores teóricos esperados. 

 

a) b) 

c) d) 

e) f) 
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Figura 8. Espectros de absorção dos analitos a) FLX; b) PA; c) RES; d) AMX; e) IBU; f) AAS; g) DCF. 

Conforme citado na seção 3.6, foram avaliadas diferentes composições da fase 

móvel para obtenção de resolução cromatográfica satisfatória em menor tempo de 

análise (Tabela 7). Para isso, foram estudados os analitos AAS, AMX, DCF, IBU e RES, 

no sistema cromatográfico Varian® ProStar. Os padrões dos analitos PA e FLX só foram 

obtidos após essa etapa e, por esse motivo, não estão presentes nos cromatogramas a 

seguir. 

Tabela 7. Composições e modos de eluição avaliados como fase móvel do método 
cromatográfico 

Método Modo Tempo 
(min) 

ACN 
(% v/v) 

H2O  
(% v/v) 

Tampão pH 3,0 
(% v/v) 

Vazão  
(mL min-1) 

1 Isocrático 0-20 60 40  -  1,0 

2 Gradiente 0-7 40 60  -  0,8 
8-15 60 40  -  1,0 

3 Gradiente 
0-6 20 80  -  0,6 

7-10 60 40  -  1,0 
11-25 80 20  -  1,0 

4 Gradiente 
0-8 30 70  -  0,6 

9-11 60 40  -  1,0 
12-25 80 20  -  1,0 

5 Gradiente 0-7 15 85  -  1,0 
8-25 70 30  -  1,0 

6 Isocrático 0-25 50  -  50 1,0 
7 Isocrático 0-25 30  -  70 0,6 
8 Isocrático 0-25 10  -  90 0,5 
9 Isocrático 0-25 10  -  90 0,8 

10 Isocrático 0-25 5  -  95 0,4 
11 Isocrático 0-20 50  -  50 0,5 

 

Após a injeção das soluções padrão nas 11 condições citadas na Tabela 7, o 

método que apresentou condições mais satisfatórias em termos de tempo de corrida, 

resolução cromatográfica e maior simplicidade, pelo fato de ser isocrático, foi o 

composto por tampão de fosfato pH 3,0 e acetonitrila (50:50 v/v) e vazão 1,0 mL min-1 

(Método 6). O cromatograma desta análise é ilustrado na Figura 9. Neste caso, o 

g) 
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tamponamento foi utilizado com o intuito de manter os analitos, em sua maioria, na 

forma neutra, desta maneira favorecendo a interação dos mesmos com a fase 

estacionária de octadecilsilano no modo reverso.  

 
Figura 9. Cromatograma dos analitos AMX, AAS, RES, DCF e IBU, 1 μg mL-1, diluídos em fase móvel. 

Condições: fase móvel tampão fosfato pH 3,0 e acetonitrila (50:50 v/v) com vazão de 1 mL min-1 no modo 
isocrático (Método 6). Comprimento de onda: 230 nm. 

No caso do método selecionado, em pH 3,0 os analitos DCF, AAS e IBU (pKa 

entre 3,49 e 5,3) encontram-se predominantemente na forma neutra, enquanto que a 

RES (pKa 6,6) encontra-se predominantemente protonada e a AMX (pKa = 2,69 para o 

grupo carboxílico e pKa = 7,49 para o grupo amina), predominantemente em sua forma 

protonada.  

A utilização de água como fase móvel, ao invés do tampão, fez com que a RES 

não aparecesse nos cromatogramas (Figuras 10 e 11). Isso pode se dar ao fato de que 

a RES, em pH próximo a 7,0, encontrar-se distribuída, parte em sua forma neutra e parte 

protonada. Nesse mesmo pH, a AMX, o DCF, o AAS, e o IBU encontram-se 

desprotonados. 

A protonação ou desprotonação dos compostos provoca uma modificação na 

interação dos mesmos com a fase móvel, alterando também as interações destes com 

a fase estacionária, tendo grande influência não somente na resolução cromatográfica, 

mas também nos tempos de retenção. Neste caso, os analitos que se apresentam em 

sua forma ionizada possuem uma menor interação com a fase estacionária, resultando 

em um menor tempo de retenção, como evidenciado pelo pico referente à AMX, que 

apresentou perfil de coeluição parcial com o pico do solvente de injeção (Figura 10) e 

também pelos analitos DCF e IBU, que ao alterar o pH de 3,0 para 7,0 passaram a ter 

um menor tempo de retenção (Figuras 10 e 11).  

A utilização de gradientes de composição da fase móvel e de vazão, com o 

propósito de reter por mais tempo os analitos na fase estacionária, não teve efeito 
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significativo para os analitos AAS e a AMX, como mostra a Figura 11. Sendo assim, 

não foi possível evitar o processo de coeluição desses analitos com o tempo morto. 

Sendo assim, optou-se pela utilização de um método isocrático, por ser mais simples e 

apresentar um resultado satisfatório.  

Figura 10. Cromatograma referente ao mix contendo os analitos AAS, DCF, IBU, AMX e RES, 1,0 μg   
mL-1, diluídos em fase móvel. Condições: fase móvel água e acetonitrila (60:40 v/v) com vazão de 1,0 mL 

min-1 no modo isocrático (Método 1). Comprimento de onda: 230 nm. 

 

Figura 11. Cromatograma referente ao mix contendo os analitos AAS, DCF, IBU, AMX e RES, 1,0 μg   
mL-1, diluídos em fase móvel. Condições: fase móvel iniciando em água e acetonitrila (60:40 v/v) vazão 
0,8 mL min-1 com transição entre 7 e 8 min passando a ter uma fase móvel de água e acetonitrila (40:60 

v/v) com vazão 1,0 mL min-1 no modo gradiente (Método 2). Comprimento de onda: 230 nm. 

 

Além disso, os analitos foram avaliados de maneira isolada com o intuito de 

confirmar suas posições nos cromatogramas. Para isso, os padrões de cada analito 

foram injetados numa concentração de 5,0 μg mL-1. A Figura 12 se refere as injeções 

utilizando o Método 6, com fase móvel composta por tampão de fosfato com pH 3,0 e 

acetonitrila (50:50 v/v) com vazão de 1,0 mL min-1 no modo isocrático, e a Figura 13 

refere-se à injeção utilizando o Método 1, com fase móvel composta por água e 

acetonitrila (40:60 v/v) com vazão de 1,0 mL min-1 no modo isocrático. Na Figura 13a, é 
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apresentada a comprovação de que a RES de fato não aparece no cromatograma 

quando a fase móvel é composta por água ao invés do tampão.  

 

 
Figura 12. Cromatogramas dos padrões dos analitos a) RES; b) AMX; c) IBU; d) DCF; e) AAS, 5,0 μg mL-1, 

diluídos em fase móvel. Condições: fase móvel tampão fosfato pH 3,0 e acetonitrila (50:50 v/v) com vazão de 
1,0 mL min-1 no modo isocrático (Método 6). Comprimento de onda: 230 nm. 
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Figura 13. Cromatogramas dos padrões dos analitos a) RES; b) IBU; c) DCF; d) AAS; e) AMX, 5,0 μg mL-1, 
diluídos em fase móvel. Condições: fase móvel água e acetonitrila (40:60 v/v) com vazão de 1,0 mL min-1 no 

modo isocrático (Método 1). Comprimento de onda: 230 nm. 
 

Dessa forma, para fins de avaliação inicial com relação à eficiência de extração 

dos hidrogéis sintetizados, apesar da baixa retenção da AMX na fase estacionária (que 

ocorreu em todos os métodos testados) o Método 6 foi aplicado para as próximas etapas 

do estudo. Neste caso, as capacidades de sorção dos géis foram acompanhadas pela 

variação aparente na intensidade dos picos cromatográficos (altura e área). 

 

4.2 Seleção da Fase Baseada em Hidrogel  

 4.2.1 Testes de estabilidade dos hidrogéis  

 Com o intuito de verificar a estabilidade dos hidrogéis antes de realizar a 

elaboração do dispositivo de SPME proposto, foram analisadas as composições já 

investigadas pelo Grupo de Pesquisa em que esse projeto foi desenvolvido (CroME) de 

forma a averiguar qual se adaptaria melhor ao objetivo que foi proposto no presente 

trabalho. Sendo assim, hidrogéis compostos por ALG, ALG+ZN (CASTILHOS, 2018), 

PVA+ALG, e PVA+PC (SAMPAIO, 2019) foram analisados. Como observado na 

literatura, havia a expectativa de que os géis que contivessem PVA em sua composição 

apresentariam uma maior rigidez, formando uma espécie de plástico maleável que 



55 
 

 
 

 

enrijecesse quanto maior a concentração desse composto em sua composição. Esse 

material foi ideal para a elaboração de discos de extração, porém, ainda não havia sido 

testado como material para recobrimento de fibra oca. No que concerne aos hidrogéis 

de ALG+ZN, estes já haviam sido utilizados para recobrimento de fibra oca na extração 

de compostos em amostras de água. O blend com ZN foi utilizado por Castilhos (2018) 

a fim de aumentar a eficiência da extração do hidrogel para analitos relativamente 

menos polares, devido à ZN produzir um material de característica hidrofóbica na fase 

de sorção. Sendo assim, esperava-se avaliar o comportamento desse hidrogel na 

extração de fármacos em amostras de plasma e a necessidade da incorporação de um 

elemento que agisse como material de acesso restrito para impedir a extração 

simultânea das proteínas presentes nessa matriz biológica. 

 A Figura 14 ilustra alguns dos géis obtidos após a síntese e reticulação. Nesta 

etapa, avaliou-se o aspecto físico, elasticidade e homogeneidade do estado final do 

hidrogel, sendo que os géis que apresentaram características mais favoráveis foram, 

posteriormente, avaliados em termos de estabilidade nos solventes (água e metanol – 

mimetizando as matrizes das etapas de extração e dessorção, respectivamente) antes 

de serem empregados na construção do dispositivo de SPME (Tabela 8). Os testes de 

estabilidade consistiam em imergir os hidrogéis em 5,0 mL de água ultrapura e, também, 

em metanol (solvente empregado na etapa de dessorção), por um período de 60,0 

minutos. Neste caso, os 3 géis retratados na Figura 14 (PVA 10% + PC 2%; ALG 2% + 

ZN (95:5, m/m); ALG 2%) apresentaram as estabilidades mais satisfatórias, sem perda 

de estruturação ou solubilidade nos meios, indicando assim a viabilidade do emprego 

destes como fase extratora para SPME em matrizes aquosas, seguida de dessorção 

com metanol. 

 
Figura 14. Imagem dos hidrogéis elaborados para o teste de estabilidade, formatados no béquer de 10 

mL: a) PVA 10% + PC 2%; b) ALG 2% + ZN (95:5); c) ALG 2%. 
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Tabela 8. Resumo de informações de homogeneidade e estabilidade dos hidrogéis 
avaliados 

Hidrogel Tipo do polímero Homogeneidade 
do gel em discos 

Estabilidade em 
H2O 

Estabilidade 
em MeOH 

1 PVA 5% ALG 1% ●●○○ ●○○○ ●●●● 
2 PVA 10% ALG 2% ●○○○ ●○○○ ●●●● 
3 PVA 5% PC 1% ●●●● ●○○○ ●●●● 
4 PVA 10% PC 2% ●●●● ●●●● ●●●● 
5 PVA 15% PC 3% ●●○○ ●●●● ●●●● 
6 PVA 20% PC 4% ●●○○ ●●●● ●●●● 
7 PVA 5% PC 2% ●●●● ●●○○ ●●●● 
8 PVA 10% PC 1% ●●●○ ●●●● ●●●● 
9 PVA 10% PC 3% ●●●○ ●●●● ●●●● 
10 PVA 15% PC 2% ●●○○ ●●●● ●●●● 
11 ALG 1% ZN (99:1) ●○○○ ●○○○ ●○○○ 
12 ALG 2% ZN (99:1) ●●○○ ●●●● ●●○○ 
13 ALG 1% ZN (97:3) ●○○○ ●○○○ ●○○○ 
14 ALG 2% ZN (97:3) ●●○○ ●●●● ●●○○ 
15 ALG 1% ZN (95:5) ●○○○ ●●●● ●○○○ 
16 ALG 2% ZN (95:5) ●●○○ ●●●● ●●●○ 
17 ALG 1% ●○○○ ●○○○ ●●○○ 
18 ALG 2% ●●○○ ●●●● ●●●○ 

Classificação (do menos estável para o mais estável):  ●○○○ < ●●○○ < ●●●○ < ●●●●.  

 
 Os hidrogéis foram classificados utilizando um sistema de círculos preenchidos 

(Tabela 8), em que, quanto maior o número destes, maior a estabilidade desse hidrogel 

no solvente. Um ou dois círculos preenchidos referem-se a um hidrogel que teve 

problemas de estabilidade e acabou rompendo (em água) ou ficou quebradiço (em 

metanol) ao longo da análise. Três ou quatro círculos preenchidos indicam um hidrogel 

estável e que obteve bom desempenho durante a realização do teste. Em relação a 

homogeneidade, hidrogéis com menor número de círculos apresentaram um aspecto 

mais frágil ou ficaram distribuídos de forma desigual na superfície do béquer. Um 

número maior indica uma aparência mais homogênea e sem defeitos aparentes.

 Os discos compostos por ALG tiveram uma menor homogeneidade quando 

comparados aos discos de PVA, pois, quando colocados na mesma quantidade que o 

hidrogel de PVA (1,0 g da solução de ALG e 1,0 g da solução de CaCl2 0,10 mol L-1 para 

os hidrogéis de ALG/ALG+ZN; 1,0 g para as soluções de PVA), eles formavam um anel 

próximo à parede do béquer (Figura 14b e 14c), impedindo que o fundo fosse 

completamente recoberto. Os hidrogéis compostos por uma concentração maior de PVA 

(15% e 20%) ficaram mais viscosos antes de secar, o que dificultava sua manipulação, 

e, após a secagem, recobriram o vidro de maneira menos homogênea que os demais 

hidrogéis de PVA. O blend de ALG+PVA gerou discos mais quebradiços e enfraqueciam 

quando submersos em água, passando a ficar enrolados e sofrendo rupturas. Os 



57 
 

 
 

 

hidrogéis compostos por ALG 1% ficaram menos estáveis em água, rompendo-se 

diversas vezes e ficavam quebradiços em metanol.  

 Apesar dos hidrogéis baseados em PVA+PC terem apresentado maior 

homogeneidade e robustez quando comparados aos hidrogéis compostos por ALG ou 

ALG+ZN, como é evidenciado na Figura 14, esses hidrogéis também foram utilizados 

na elaboração dos dispositivos SPME, uma vez que os relatos presentes na literatura 

por Basheer (2005) e Castilhos (2018) encorajam o estudo da adsorção dos hidrogéis 

de ALG em fibra oca. Conforme relatado em Castilhos (2018), as imagens de 

microscopia eletrônica de varredura obtidas pela autora (Figura 4) demonstraram que 

o hidrogel baseado em ALG não penetra na estrutura porosa da fibra, como sugerido 

por Basheer (2005), mas sim atua como uma camada superficial externa, semelhante 

ao que ocorre em filmes de polidimetilsiloxano (PDMS) e fibras SPME comerciais, 

facilitando as interações entre analitos e fase extratora durante a extração, ao mesmo 

tempo que viabiliza, de maneira relativamente rápida, a dessorção dos mesmos da fibra 

para o extrato a ser injetado no sistema cromatográfico.  

 Os hidrogéis compostos pelo blend de PVA+ALG foram descartados logo nessa 

primeira etapa, devido à sua instabilidade em água.  Dentre os demais, apenas um 

hidrogel de cada tipo (que apresentou a melhor avaliação), foi selecionado para a 

elaboração do dispositivo SPME, de forma a comparar o comportamento de 

recobrimento desses hidrogéis na fibra oca.  

 

  4.2.2 Construção do dispositivo SPME 

 Os dispositivos provenientes dos hidrogéis 4, 16 e 18, foram confeccionados 

conforme descrito na seção 4.2.1. Porém, neste momento, a etapa de reticulação do 

hidrogel não foi realizada em béquer de 10 mL, mas sim já na superfície externa da fibra 

oca, deixando-a imersa em solução, ainda sob aquecimento e agitação, por 30,0 

minutos. Em seguida, o êmbolo de uma microsseringa de GC (10 μL) foi empregado 

como holder e inserido no interior da fibra. No caso do hidrogel de PVA+PC (hidrogel 

4), o holder com a fibra oca, que havia sido imersa no hidrogel, foi levado à etapa de 

reticulação em estufa à 60 ºC, por 12,0 horas.  

 Inicialmente, para verificar se a deposição dos hidrogéis na superfície da fibra 

oca foi efetiva, foram obtidas imagens dos dispositivos utilizando microscópio eletrônico 

(Figura 15). Em todos os casos, observou-se que a utilização de apenas um ciclo de 

imersão de hidrogel não garantia o recobrimento satisfatório do material de hidrogel 
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sobre a fibra de forma homogênea. Com isso, realizaram-se testes com um maior 

número de ciclos de imersão. 

 
Figura 15. Imagens obtidas por meio de microscópio eletrônico dos dispositivos SPME elaborados com 
apenas um ciclo de imersão do hidrogel: a) PVA 10% + PC 2%; b) ALG 2% e c) ALG 2% + ZN (95:5). 

 
 Nesta etapa, devido à dificuldade de se obter uma superfície homogênea, pela 

necessidade de realizar a reticulação em estufa, apenas os hidrogéis 16 (ALG 2% + ZN 

(95:5)) e 18 (ALG 2%) proporcionaram resultados satisfatórios quanto à homogeneidade 

do filme de hidrogel na superfície da fibra oca, sendo então, considerados para as 

próximas etapas de avaliação. Os hidrogéis 16 e 18 seguiram o protocolo de preparação 

da seção 3.3. 

 Para proporcionar à superfície do hidrogel um caráter mais homogêneo, ao invés 

de elaborar o dispositivo como havia sido dito na seção 3.4, foi constatado que 

utilizando inserts de vials para realizar a etapa de reticulação (Figura 16b), sem fazer o 

uso de agitação, corroborou para que o agitador magnético não machucasse a camada 

de hidrogel depositada sobre a fibra. Sendo assim, uma vez que o hidrogel não ocupa 

os poros da fibra de PP, não há a necessidade de deixa-la imersa por um longo período 

de tempo, como realizado por Castilhos (2017).  

 Dessa forma, os ciclos de imersão consistiram em imergir a fibra oca, já disposta 

no êmbolo de seringa (Figura 16a), na solução de ALG por 2,0 minutos. Após esse 

período de tempo, a fibra oca foi imersa no insert contendo CaCl2 0,10 mol L-1 para 

reticulação da primeira camada de hidrogel, deixando-a em solução (sem mexer ou 

tocar nas paredes do insert) por um período de 2,0 minutos. Após esse primeiro ciclo, 

imergiu-se novamente a fibra oca nas soluções de ALG (2,0 minutos) e CaCl2 (5,0 

minutos). Posteriormente, lavou-se o dispositivo rapidamente com água ultrapura para 

retirar o excesso de CaCl2 da superfície do hidrogel, sendo este encaminhado para uso 

como dispositivo SPME labmade.  
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Figura 16. Imagens dos dispositivos SPME elaborados com hidrogel: a) fibra oca suportada pelo holder 

de aço inox b) imersão da fibra nas soluções de ALG 2% (esquerda) e CaCl2 0,10 mol L-1 (direita) 
 

 O emprego da fibra oca como suporte entre o holder de aço inox e o hidrogel, 

contribuiu para uma superfície visualmente mais homogênea e menos suscetível de se 

desprender do holder, mesmo em condições de aumento de temperatura do meio e de 

velocidade de agitação empregada durante a extração. Além disso, como é possível 

observar na Figura 17, é de extrema importância realizar a reticulação com movimentos 

cuidadosos para que não haja a formação de gotas concentradas da solução de ALG 

na superfície da fibra oca. A formação dessas gotas leva a reticulação de um hidrogel 

ausente em uniformidade e homogeneidade. Ainda, é possível notar, como 

demonstrado na Figura 17b, o aumento da espessura do filme de hidrogel quando o 

número de ciclos de reticulação passa de um para dois ciclos, o que poderia acarretar 

em maior eficiência de extração. Um número superior à três ciclos de imersão, acarreta 

em um filme de espessura demasiadamente elevada, o que poderia acarretar na 

necessidade de um tempo muito extenso de dessorção, uma vez que os analitos são 

mais fortemente retidos no hidrogel. Esse parâmetro foi avaliado posteriormente 

juntamente com a otimização. 

 
Figura 17. Imagens dos dispositivos SPME elaborados com hidrogel: a) ALG 2% com formação de gota – 

2 ciclos de imersão, b) ALG 2% sem formação de gota – 1 ciclo de imersão (à esquerda) e 2 ciclos de 
imersão (à direita). 
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4.3 Avaliação Inicial do Dispositivo SPME e Seleção do Fármaco de Interesse 

 Como descrito, com o aumento da espessura do gel, obteve-se uma maior 

homogeneidade na superfície do dispositivo. Contudo, ao realizar as extrações e injeção 

dos extratos no sistema cromatográfico com detecção por UV, os picos referentes aos 

analitos não foram observados devido à uma baixa detectabilidade. Por este motivo e 

pela disponibilidade do sistema recém adquirido HPLC-DAD/FL, os extratos foram 

novamente injetados e acompanhados tanto por detecção por arranjo de diodos, quanto 

por fluorescência. Nesta etapa, houve a necessidade de reavaliar as condições 

cromatográficas no que se refere às condições de detecção, ou seja, comprimento de 

onda de emissão e excitação por fluorescência. Desta maneira, o método empregado 

para realizar essas análises foi equivalente ao otimizado no equipamento utilizado até 

o momento, modificando apenas os comprimentos de onda de emissão e excitação para 

cada composto. 

 O comprimento de 230 nm foi adotado no DAD com o intuito de visualizar 

simultaneamente todos os analitos injetados. Além disso, houve a verificação da 

intensidade dos sinais também nos seus respectivos comprimentos de onda de maior 

intensidade. Os valores referentes aos comprimentos de onda de maior intensidade e 

comprimentos de onda de excitação e emissão dos analitos foram retirados da literatura 

(Tabela 9), em que os autores utilizaram os comprimentos de maior absorção dos 

respectivos compostos para realizar as análises. 

 A Tabela 9 resume as condições de detecção por DAD e FL para os analitos 

avaliados até esta etapa. 

 

Tabela 9. Comprimentos de onda selecionados nos sistemas de detecção via DAD e FL 

Analito 
Comprimento 

de onda no 
DAD, nm 

Comprimentos de ondas 
(excitação e emissão) no 

FL, nm 
Referências 

DCF 254 nm 289 nm e 362 nm Andraws & Trefi (2020); 
Arancibia et al. (2000). 

FLX 235 nm 230 nm e 290 nm Tantawy et al. (2020); 
Freitas et al. (2010). 

RES 268 nm 280 nm e 360 nm Darusman et al. (2012); 
Cieri (1988). 

AAS 297 nm 280 nm e 341 nm Junior et al. (2019) 
Singh et al. (2018). 

IBU 223 nm 270 nm e 301 nm Saeed & Ahmed (2018); 
Salem et al. (2018). 

AMX 272 nm 358 nm e 440 nm Longhin (2008); 
Hung et al. (2019). 

PA 250 nm 333 nm e 382 nm Junior et al. (2017); 
Moreira et al. (2005). 
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 A Figura 18 retrata os cromatogramas obtidos para estes analitos, quando 

analisados por DAD e por fluorescência, utilizando uma fase móvel composta por 

tampão fosfato pH 3,0 e acetonitrila (50:50 v/v) com vazão de 1,0 mL min-1. 
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Figura 18. Cromatogramas dos padrões dos analitos 1,0 μg mL-1 nos seus respectivos comprimentos de 

onda em DAD (a) e fluorescência (b). Condições: fase móvel tampão fosfato pH 3,0 e acetonitrila (50:50 

v/v) com vazão de 1,0 mL min-1 no modo isocrático. 

 

Os compostos AMX, FLX e IBU foram os que apresentaram os maiores 

incrementos de detectabilidade quando se compara as análises de LC via detecção DAD 

e fluorescência. Este fato pode ser explicado não somente pelo aumento de intensidade 

de pico observada (quando comparado às intensidades via detecção por UV), mas pela 

maior seletividade pela detecção via fluorescência, uma vez que apenas os compostos 

fluorescentes geram picos cromatográficos. Desta maneira, optou-se por restringir a 

avaliação do dispositivo de extração para estes 3 fármacos.  

Tendo isso em mente, foram realizadas as extrações (nas concentrações de 1,0 

μg mL-1 para a AMX e IBU, e 0,5 μg mL-1 para a FLX, já que o sinal observado para esse 

analito quando injetado na concentração de 1,0 μg mL-1 extrapolou o limite máximo de 

detecção) para investigar o desempenho da extração desses analitos pelo dispositivo. 
A Figura 19 ilustra o cromatograma após a extração a amostra contendo os três 
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compostos nas concentrações supracitadas. Como verificado, a intensidade do pico da 

FLX é consideravelmente superior aos picos da AMX e IBU. Além disso, a AMX 

apresentou baixa retenção na fase estacionária, sendo parcialmente coeluída com o 

pico do solvente, no início do cromatograma. Desta maneira, a partir desta etapa, optou-

se por restringir a avaliação do dispositivo SPME labmade para a extração do fármaco 

FLX. 

 
Figura 19. Cromatograma após extração dos analitos amoxicilina (AMX), fluoxetina (FLX) e ibuprofeno 

(IBU) diluídos em metanol. Fluorescência (excitação: 230 nm; emissão: 290 nm). Condições: fase móvel 
tampão fosfato pH 3,0 e acetonitrila (50:50 v/v) com vazão de 1,0 mL min-1 no modo isocrático. 

 Com o analito definido, realizaram-se testes (em duplicata) de extração em água 

ultrapura, fortificada com 0,5 μg mL-1 de FLX, para verificar o potencial de extração do 

hidrogel composto apenas por ALG 2% (dispositivo 18 – Tabela 4) e do hidrogel 

composto por ALG 2% + ZN (95:5, m/m) (dispositivo 16 – Tabela 4). Os cromatogramas 

referentes a estas análises estão ilustrados na Figura 20. Vale ressaltar que a 

concentração plasmática terapêutica recomendada para a FLX é de 30 a 500 ng   mL-1 

(LEANDRO, 2010), ou seja, a concentração de FLX que vem sendo avaliada está dentro 

dos limites de quantificação desejados. 

 

Figura 20. Cromatogramas após extração do analito fluoxetina realizada com o dispositivo a) ALG 2% + 
ZN (95:5), diluído em fase móvel; b) ALG 2%, diluído em fase móvel. Análise realizada por fluorescência 
(excitação: 230 nm; emissão: 290 nm). Condições: fase móvel tampão fosfato pH 3,0 e acetonitrila (50:50 

v/v) com vazão de 1,0 mL min-1 no modo isocrático. 
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 No que diz respeito aos hidrogéis, foi possível verificar uma diferença entre as 

intensidades dos picos (cerca de 80 unidades, em termos de altura de pico) de FLX 

após extração com ambos os géis, sugerindo que o hidrogel composto por ALG 2% + 

ZN (95:5, m/m) desempenhou melhor eficiência na extração para o analito (Figura 20). 

Segundo Castilhos (2018), a utilização da ZN combinada ao ALG como fase de sorção 

aumenta a eficiência da extração do hidrogel para analitos relativamente menos polares, 

que é causada devido à ZN formar um material de característica hidrofóbica na fase de 

sorção, o que diminui o intumescimento comparado ao hidrogel composto somente por 

ALG. Essa diferença, porém, não foi significativa a ponto de justificar a necessidade da 

adição de ZN ao hidrogel, considerando que o ALG por si só cumpre seu papel de forma 

satisfatória. Como há uma preocupação em avaliar a necessidade da incorporação do 

BSA ao hidrogel para barrar a extração das macromoléculas biológicas presentes no 

plasma humano, agindo como material de acesso restrito, deu-se preferência ao 

hidrogel com a composição mais simples possível, ou seja, sem adição de ZN em sua 

estrutura. Consequentemente, a fase extratora contendo ALG 2% (dispositivo 18 – 

Tabela 4) foi definida como material do dispositivo SPME de hidrogel, sendo avaliado 

nas próximas etapas, inclusive na matriz biológica de interesse. 

 

4.4 Testes de Extração Utilizando Plasma Sintético e Plasma Humano 

Foram realizados testes exploratórios em amostras de plasma, sintético e 

humano, com o intuito de avaliar, pelo menos neste momento de forma simplificada, o 

efeito matriz.  

O plasma sintético foi utilizado como uma matriz intermediária entre a água e o 

plasma real. Apesar de representar um universo ainda distante da matriz biológica 

propriamente dita, o plasma sintético permite limitar a compreensão entre a interação 

dos compostos e o material avaliado, levando em conta a viscosidade das amostras e, 

permitindo assim, entender se o material é satisfatório para posteriormente avaliar o 

efeito matriz do plasma real.  

Para isto, foram analisados os cromatogramas gerados em ambos os testes com 

relação a presença de picos de compostos interferentes, neste caso, compostos 

endógenos da matriz biológica, o que poderia comprometer não somente a eficiência de 

extração do hidrogel, mas também acarretar em danos ao sistema cromatográfico caso 

as proteínas do plasma humano fossem injetadas na coluna cromatográfica. Nesta 

etapa, as extrações foram realizadas em misturas contendo 0,5 mL de plasma (sintético 

ou humano), 3,5 mL de água ultrapura e 1,2 g de cloreto de sódio. Essas quantidades 

foram estabelecidas de forma a utilizar o menor volume de plasma possível sem que 
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houvesse comprometimento da extração.  Nos testes inicias, relatados no item 3.7, foi 

utilizado um béquer de 10 mL para realizar o procedimento, sendo que o volume de 

líquido utilizado era de 8,0 mL. Com o intuito de diminuir o volume de solução, o béquer 

foi substituído por um frasco de 8 mL, sendo que o volume de 4,0 mL foi suficiente para 

que houvesse a formação do vórtex desejado, a fibra estivesse completamente 

submersa e sem que houvesse atrito da fibra com o agitador magnético. O sal foi 

adicionado na concentração de 30% m/v, conforme o procedimento anterior e como 

relatado por Castilhos (2017). A extração foi realizada a 100 °C na superfície do agitador 

magnético (o que resultou numa temperatura média de 44 °C na solução) e uma 

velocidade de agitação de 2000 rpm. Estes parâmetros serão otimizados 

posteriormente, na etapa de otimização das condições de extração.  

As Figuras 21 e 22 ilustram os cromatogramas obtidos pela extração em plasma 

sintético e humano, sem a adição do analito, realizada com o dispositivo de ALG 2%, 

com o extrato final diluído em fase móvel. Estes cromatogramas, desta maneira, podem 

ser considerados como um padrão de referência (branco de referência) para fins de 

comparação com as análises de amostras enriquecidas com FLX, após extração via 

SPME. Nos dois casos, a baixa detectabilidade do DAD resultou em um cromatograma 

sem picos interferentes, enquanto que, no caso do detector FL, picos interferentes 

próximos aos tempos de 2 a 3 e de 9 a 10 minutos foram observados, mas ainda assim, 

em tempos de retenção diferentes do composto de interesse FLX (tR = 3,85 min). 

Portanto, estes ensaios prévios demonstram a seletividade do método cromatográfico 

para determinação de FLX em amostras de plasma humano, ao menos com relação aos 

compostos endógenos da matriz. Ensaios de seletividade do método na presença de 

outros fármacos que possam estar sendo prescritos concomitantemente à FLX serão 

avaliados posteriormente, na etapa de validação analítica. 

 

Figura 21. Cromatogramas após extração em plasma sintético sem a adição de FLX, realizada com o 
dispositivo de ALG 2%, diluído em fase móvel. a) DAD, 280 nm; b) fluorescência (excitação: 230 nm; 

emissão: 290 nm). Condições: fase móvel tampão fosfato pH 3,0 e acetonitrila (50:50 v/v) com vazão de 
1,0 mL min-1 no modo isocrático. 
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Figura 22. Cromatogramas após extração em plasma humano sem a adição de FLX, realizada com o 
dispositivo de ALG 2%, diluído em fase móvel. a) DAD, 280 nm; b) fluorescência (excitação: 230 nm; 

emissão: 290 nm). Condições: fase móvel tampão fosfato pH 3,0 e acetonitrila (50:50 v/v) com vazão de 
1,0 mL min-1 no modo isocrático. 

Além disso, a partir dos cromatogramas observados nas Figuras 21a e 22a, foi 

possível verificar que os picos interferentes são os mesmos para o plasma sintético e 

humano, ou seja, as proteínas plasmáticas (macromoléculas) que eram esperadas no 

cromatograma não foram detectadas. Segundo Neto (2007), as bandas proteicas são 

eluídas no início da corrida e possuem uma alta intensidade (Figura 23), sendo que a 

visualização delas é melhor observada quando utilizado o comprimento de onda de 280 

nm por ser o comprimento de melhor absorção da albumina, a proteína mais abundante 

do plasma humano. Com isso, já é possível inferir que o hidrogel apresentou 

comportamento de um RAM, servindo como barreira para essas proteínas.  

 

Figura 23. Cromatograma da exclusão das proteínas através de coluna RAM-BSA-C18 capilar sob vazão 
de 50 μL min-1 de água. Comprimento de onda: 280 nm. Fonte: Neto (2007). 

Assim, as extrações em plasma sintético e humano empregando o mesmo 

dispositivo (ALG 2%), na presença de FLX, foram conduzidas. Para isto, as amostras 

de plasma foram fortificadas com 0,5 μg mL-1 de FLX e extraídas conforme descrito 

anteriormente. Os resultados estão ilustrados nos cromatogramas das Figuras 24 

(plasma sintético) e 25 (plasma humano).  
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Figura 24. Cromatograma após extração em plasma sintético enriquecido com 0,5 μg mL-1 de FLX, 
realizada com o dispositivo de ALG 2%, diluído em fase móvel. Análise realizada por fluorescência 

(excitação: 230 nm; emissão: 290 nm).  Condições: fase móvel tampão fosfato pH 3,0 e acetonitrila (50:50 
v/v) com vazão de 1,0 mL min-1 no modo isocrático. 

 

Figura 25. Cromatogramas após extração em plasma humano enriquecido com 0,5 μg mL-1 de 
FLX, realizada com o dispositivo de ALG 2%, diluído em fase móvel. a) DAD, 280 nm; b) fluorescência 

(excitação: 230 nm; emissão: 290 nm). Condições: fase móvel tampão fosfato pH 3,0 e acetonitrila (50:50 
v/v) com vazão de 1,0 mL min-1 no modo isocrático. 

Nota-se que a extração em plasma sintético proporcionou um resultado 

satisfatório, com base na visualização de um pico intenso e simétrico, próximo ao tempo 

de retenção de 4 minutos. No que se refere à extração realizada em plasma humano, 

observa-se que o pico gerado pela FLX apresentou-se com redução significativa de 

intensidade (da ordem de 10 vezes, em comparação à extração na matriz de plasma 

sintético), fato que já era previamente esperado devido à ligação plasmática da FLX 

encontrar-se em torno de 94% (PRADO; RAMOS; VALLE, 2018), diminuindo, desta 

maneira, a quantidade do analito na sua forma livre passível de ser extraída. Tal efeito, 

também caracterizado como efeito matriz, será mais bem avaliado durante a etapa de 

validação analítica, em especial para a etapa de quantificação (curvas analíticas). 

Todavia, assim como observado anteriormente, é possível averiguar que não há 

picos de proteínas ou outros compostos endógenos de relevância presentes no 

cromatograma, quando utilizado o detector DAD no comprimento de onda de 280 nm 

(comprimento de onda de melhor absorção da albumina (NETO, 2007)). No caso do 

detector de FL, um pico no tempo de retenção próximo a 10 minutos foi observado. Esse 

pico esteve presente por diversas vezes ao longo das análises (Figuras 21, 22, 24 e 



68 
 

 
 

 

25), sempre com o mesmo tempo de retenção, sugerindo que o sinal pode ter sido 

gerado por algum contaminante presente na coluna ou por contaminação do solvente 

utilizado. Contudo, por sempre estar presente no mesmo local, esse pico não teve uma 

interferência significativa nas análises. Sendo assim, nenhum pico característico de 

proteínas (picos em tempo de retenção próximo ao composto não retido e de alta 

intensidade) foi evidenciado.  Isso corrobora com a hipótese de que o hidrogel por si 

próprio pode agir como uma barreira física para as proteínas, evitando que essas 

macromoléculas sejam extraídas simultaneamente com o analito, ou seja, atuando não 

somente como fase extratora, mas também como RAM. Este fato, de grande relevância 

neste ponto do trabalho, abre a possibilidade da não necessidade de adição de BSA à 

superfície externa do hidrogel para agir como RAM. 

 Como a administração da FLX é realizada na forma de racemato, após sua 

ingestão ela é rapidamente metabolizada no fígado, onde sofre desmetilação, 

originando seu metabólito primário, a norfluoxetina (NOR), que também possui atividade 

clínica significativa (inibição da recaptação de serotonina e inibição de isoenzimas do 

citocromo P-450) (Figura 26).  

 
Figura 26. Estruturas químicas da fluoxetina (FLX) e norfluoxetina (NOR). Os asteriscos indicam o centro 

quiral de cada molécula. 

 

 Haja vista de que em diversos artigos (NI, et al. 2018; SILVA, et al., 2018; 

LOPES, et al., 2018) observa-se interesse em avaliar não apenas a FLX, mas também 

o seu metabolito, a NOR também passou a ser avaliada como analito de interesse desse 

projeto. 

 

4.5 Ressonância Plasmônica de Superfície (SPR)  

 Com o intuito de investigar em tempo real os eventos envolvidos no processo de 

formação e intumescimento do hidrogel, análises de SPR foram realizadas.  

 Inicialmente, foi realizada a adição de uma gota de 50 μL de ALG 2% e água 

ultrapura. O sistema entrou em equilíbrio e, posteriormente, foi realizada a adição de 
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uma solução 0,10 mol L-1 CaCl2. Devido à elevada quantidade adicionada de ALG, um 

hidrogel muito espesso foi formado. Isto impossibilitou a realização das medidas, pois a 

formação de filmes com espessuras elevadas altera as condições de acoplamento entre 

a onda incidente e a onda de plásmons de superfície. Em outras palavras, a formação 

de um hidrogel muito espesso impossibilitou a realização das análises devido à não 

ocorrência da reflexão total atenuada (princípio fundamental de funcionamento da 

técnica).  

 Para contornar os problemas encontrados, ao invés de adicionar a solução de 

ALG em formato de gota e com o intuito de formar um filme menos espesso e mais 

homogêneo, foi utilizada a técnica de spin-coating para recobrir o chip de ouro. Uma 

velocidade de rotação de 3500 rpm foi aplicada para promover o espalhamento 

homogêneo do ALG sobre a superfície. Em seguida, o chip sensor de SPR recoberto 

com o ALG foi inserido no equipamento. Através das curvas de refletância (Figura 27a), 

obtidas antes e após adição da solução aquosa de CaCl2, observou-se que a ocorrência 

da ressonância dos plásmons de superfície se manteve durante todo o processo, visto 

pela manutenção do valor mínimo de refletância (ocorrência da reflexão total atenuada) 

ao longo do tempo. Estas observações sugerem a formação de um gel homogêneo de 

espessura nanométrica, demonstrando a viabilidade do filme formado pelo método de 

spin-coating, (Figura 27a). 

 Em relação às medidas, inicialmente foi adicionada água até a estabilização da 

linha de base, seguida pela adição da solução de CaCl2 0,10 mol L-1. Conforme ilustrado 

pela Figura 27b foi possível acompanhar em tempo real a formação do gel e seu 

intumescimento através da variação do ângulo do SPR (ΔΘSPR). Pelo perfil de resposta 

apresentado pelo sensorgrama (Figura 27b) é possível observar duas regiões distintas: 

(i) elevada variação de reposta (ΔΘSPR) nos instantes iniciais da reação, ou seja, 

imediatamente após adição da solução reticulante (CaCl2 0,10 mol L-1), seguida pelo (ii) 

aumento gradual da resposta com o tempo, mesmo após algumas horas de reação. 

Estes resultados sugerem que a primeira e a segunda etapa podem estar associadas 

ao processo de reticulação e intumescimento do ALG, respectivamente. Tais 

constatações sugerem que a cinética envolvida no processo de reticulação do gel é 

consideravelmente mais elevada que a cinética relacionada ao seu intumescimento. Em 

outras palavras, as ligações intra e intermoleculares envolvendo o ALG durante sua 

reticulação ocorrem imediatamente após adição do agente reticulante. Por sua vez, 

como são inúmeras as ligações de hidrogênio que o polímero ALG realiza com as 

moléculas de água no meio durante o seu inchamento, a cinética desta etapa é mais 

lenta. Para essas análises, que foram realizadas em sistema estacionário, não foi 
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alcançada a condição de equilíbrio no intervalo de tempo avaliado, sugerindo que o 

processo de intumescimento do filme ocorreu continuamente. Muito provavelmente, o 

fator determinante para este resultado foi a elevada concentração usada de CaCl2.  

 
Figura 27. a) Curvas de refletância obtidas antes (curva em preto) e 1,5 minutos (curva em rosa) e 35 

minutos (curva em verde) após adição da solução aquosa de CaCl2 (0,10 mol L-1); b) sensorgrama 
evidenciando a resposta obtida após adição de CaCl2 (0,10 mol L-1) sobre ALG 2% previamente formado 

pela técnica de spin-coating sobre o chip sensor de SPR. 
 

Com o surgimento de um problema na parte óptica do aparelho e a ausência de 

assistência técnica especializada no Brasil, o equipamento teve de ser enviado 

diretamente para a fábrica, na Holanda, para serem realizados os reparos, 

impossibilitando a continuidade dos experimentos (como mensurar a espessura dos 

filmes formados pelo hidrogel e demonstrar quantitativamente como o grau de 

intumescimento varia de acordo com algumas condições experimentais, tais como pH e 

força iônica da solução). Entretanto, apesar de muito preliminares, esses resultados 

abrem boas perspectivas em relação à exploração da técnica de SPR para entender 

melhor o processo de formação do gel e seu intumescimento, trazendo informações 

fundamentais acerca dos processos envolvidos nas etapas de formação do hidrogel de 

forma à auxiliar nas preparações e aplicações desse material.  

 

4.6 Adequação das Condições Cromatográficas para Análise com Padrão Interno 

 Devido à sua propriedade fluorescente, o padrão interno (PI) selecionado para 

as análises foi a enrofloxacina (ENR) (Figura 28), que possui pka 5,69 para o seu ácido 

mais forte e 6,68 para a sua base mais forte (DrugBank), e comprimentos de onda de 

280 nm e 450 nm para excitação e emissão, respectivamente (AGIUS et al., 2020). A 

ENR é uma fluoroquinolona que atua como antimicrobiano bactericida de amplo 

espectro que possui atividade terapêutica contra bactérias aeróbias gram-negativas e 
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gram-positivas, comumente usada na medicina veterinária devido ao seu perfil 

farmacocinético e índice terapêutico favorável (AGIUS et al., 2020). Desta forma, tanto 

pela semelhança estrutural da ENR com relação aos analitos e à ausência deste 

composto na matriz de interesse deste trabalho, a ENR se mostrou viável de ser 

avaliada como PI neste estudo.  

 
Figura 28. Estrutura química da enrofloxacina (ENR). 

Apesar das condições cromatográficas selecionadas no item 4.1 servirem 

perfeitamente para realizar a separação da FLX e da NOR, devido à baixa retenção da 

ENR pela fase estacionária foi necessário realizar a adequação do método. Para isso, 

alguns métodos isocrático e por gradiente foram testados, sendo que o que apresentou 

resultados mais satisfatórios em termos de separação dos analitos e menor tempo de 

análise foi o apresentado na Tabela 10. O cromatograma obtido a partir da injeção dos 

analitos (FLX e NOR) e do PI (ENR) em metanol na condição selecionada pode ser 

observado na Figura 29. A intensidade dos picos foi monitorada conforme os 

comprimentos de excitação e emissão da ENR (0 a 7 min) e da FLX (7 a 12 min), 

possibilitando a visualização dos 3 compostos no mesmo cromatograma. Como houve 

a necessidade de se utilizar um cromatógrafo alternativo (Agilent® 1260 infinity) na 

realização da etapa de adequação do método e otimização dos parâmetros analíticos, 

a unidade referente à intensidade de pico (unidades de luminescência (UL)) passou a 

ser diferente da utilizada até o momento (FL units). 

 

Tabela 10. Condição cromatográfica readequada  

Modo Tempo (min) ACN (% v/v) Tampão pH 3,0 (% v/v) Vazão (mL min-1) 

Gradiente 

0-2 

4 

5-12 

20 

30 

50 

80 

70 

50 

1,0 

1,0 

1,0 
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Figura 29. Extração dos analitos FLX e NOR 0,5 μg mL-1 e PI (ENR) 0,25 μg mL-1 em água, com injeção 
realizada diretamente em metanol utilizando a condição cromatográfica readequada (Tabela 10). 

Após a adequação do método cromatográfico, foi possível realizar a etapa de 

otimização dos parâmetros de extração e dessorção. 

 

4.7 Otimização dos Parâmetros de Extração e Dessorção 

Com o objetivo de alcançar melhores condições de visualização cromatográfica, 

foi realizada a otimização da etapa de extração e dessorção dos analitos, em plasma 

sintético. Usando um planejamento fatorial completo (N = 2k + C, com k = 4, onde: N = 

número de experimentos e k = fatores) com triplicata do ponto central (C), quatro fatores 

foram simultaneamente otimizados. Foram levados em consideração os parâmetros pH 

da amostra, força iônica da amostra, temperatura de extração e tempo de extração.  

Conforme descrito anteriormente no item 3.9, foram exploradas grandes faixas 

dentro de cada variável afim de se encontrar uma área de estudo próxima da região 

ótima de interesse.  

Infelizmente, ao realizar as injeções dos ensaios de otimização, não foi possível 

observar o pico referente ao PI (ENR). Foi possível visualizar a formação de um pico de 

alta intensidade com tempo de retenção de 8 minutos, um período 2 minutos acima do 

esperado para esse composto (Figura 30).  
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Figura 30. Cromatograma da extração de FLX, NOR e PI (Método 6) utilizando a condição cromatográfica 

readequada (Tabela 10). 

 

Como o tempo de retenção dos picos relacionados à FLX e NOR permaneceram 

inalterados, presume-se que o PI possa ter sofrido degradação durante o processo de 

extração/armazenamento. Segundo dados encontrados na literatura (BABIĆ; PERIŠA; 

ŠKORIĆ, 2013), a ENR sofre fotodegradação muito rapidamente. Dois processos 

principais podem ocorrer, dependendo dos valores de pH em que esse composto se 

encontra: (i) clivagem do anel de ciclopropano em pH 4 e (ii) fotodegradação oxidativa 

em pH 8. Como anteriormente os testes que envolviam a ENR haviam sido realizados 

em água, sem a alteração do pH de extração, e na etapa de otimização as extrações 

foram realizadas numa faixa de pH entre 7,0 e 8,5, é possível que a referida degradação 

do PI só tenha sido observada nesse momento. Com a impossibilidade de refazer as 

análises em tempo hábil, substituindo o PI e readequando as condições 

cromatográficas, os resultados da otimização foram tratados e estudados levando em 

conta apenas a área dos picos de FLX e NOR ao invés de considerar a razão da área 

do pico pela área do PI. 

Os resultados das áreas dos picos de FLX e NOR, empregando o planejamento 

fatorial 24, estão dispostos na Tabela 11.  
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Tabela 11. Valores de área do pico e estudo dos efeitos das variáveis pH de extração, 
força iônica, temperatura de extração e tempo de extração. 

Ensaios pH FI T °C T (min) NOR FLX 
1 - - -  -  0,00202 0,00450 
2 + - -  -  0,00311 0,00444 
3 - + -  -  0,00487 0,00400 
4 + + -  -  0,00567 0,00454 
5 - - +  -  0,00276 0,00194 
6 + - +  -  0,01208 0,01737 
7 - + +  -  0,00398 0,00275 
8 + + +  -  0,00786 0,01114 
9 - - -  +  0,00175 0,00177 

10 + - -  +  0,00863 0,00870 
11 - + -  +  0,00397 0,00353 
12 + + -  +  0,00835 0,00648 
13 - - +  +  0,00162 0,00302 
14 + - +  +  0,01076 0,01392 
15 - + +  +  0,00371 0,00309 
16 + + +  +  0,01480 0,01434 
17 0 0 0 0 0,00351 0,00335 
18 0 0 0 0 0,00399 0,00240 
19 0 0 0 0 0,00169 0,00182 

pH (7,0, 7,8 e 8,5), FI (0, 7,5 e 15%), T °C (20, 35 e 50 °C), T (min) (30, 45 e 50 min). 

 

Os Ensaios 6 e 16 foram os que demonstraram uma maior eficiência para a 

extração de ambos os analitos. Percebe-se que a adição de NaCl provoca uma 

alteração no comportamento da extração, sendo que, com o aumento da força iônica, 

um maior tempo de extração é necessário, enquanto que a ausência do sal em solução 

favorece uma extração rápida, sendo que ocorre uma diminuição da quantidade de 

analito extraída quanto maior o tempo de extração. Por não necessitar da adição de sal 

e pelo menor tempo de extração necessário, a condição avaliada no Ensaio 6 foi 

selecionada, cujas condições de pH, força iônica do meio, temperatura de extração e 

tempo de extração são, respectivamente, 8,5 (nível +), 0% (nível -) e 50°C (nível +), 30 

minutos (nível -).  

Os resultados do planejamento foram processados utilizando o software 

Statistica® versão 10.0 e, utilizando análise de variância (ANOVA) e probabilidade 

estatística (p = 0,05), foi construído o gráfico de Pareto para determinar a influência dos 

fatores e suas interações no sistema. Nos resultados obtidos, foi possível observar que 
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ambos os compostos (FLX e NOR) apresentaram efeitos principais, além da FLX 

apresentar também um efeito de interação significativo. As Figuras 31 e 32 trazem os 

gráficos de Pareto com os valores absolutos dos efeitos para esses analitos. 

 

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Área NOR
2**(4-0) design; MS Residual=,0000058

DV: Área NOR
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p=,05
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Figura 31. Gráfico de Pareto para a NOR 
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Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Área FLX
2**(4-0) design; MS Residual=,0000078

DV: Área FLX
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Figura 32. Gráfico de Pareto para a FLX 

 

Os efeitos principais e de interação significativos são aqueles que apresentam 

valor superior à estimativa do desvio padrão associada ao valor de t de Student para 

um nível de confiança de 95% (t95% = 2,101; ʋ = 18), sendo este representado no gráfico 

de Pareto de cada analito, pela linha em vermelho. Assim, por exemplo, para a FLX, 

apenas o efeito principal relacionado ao pH foi significativo. O desvio das amostras foi 

calculado utilizando a triplicata do ponto central, sendo que, para a NOR, o desvio 

obteve um valor de 0,001213, com limites de 0,000049 e 0,006077 com 95% de 

confiança. Para a FLX, o desvio observado foi de 0,000772, com limites de confiança 

de 0,000605 e 0,004442. 

Observando o gráfico de Pareto é possível verificar que o pH foi o parâmetro que 

apresentou maior influência na extração, sendo relevante para ambos os analitos (FLX 

e NOR). O pH atua de modo positivo, ou seja, o aumento dele reflete em um aumento 

da quantidade de fármaco extraída.  

A temperatura também apresentou um efeito positivo na extração, 

especialmente para FLX. A temperatura pode agir de dois modos distintos na extração: 

aumentando a difusão do analito e, como consequência, aumentando a extração, ou 

diminuindo o coeficiente de partição entre a fibra e a matriz, diminuindo a extração 
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(FERNANDES, 2006). Nestes experimentos, o efeito relacionado à difusão do analito 

foi mais importante. 

A interação entre os parâmetros pH e temperatura, que foi relevante na extração 

da FLX, também foi positiva, o que indica que a extração aumenta quando o pH e a 

temperatura são elevados. 

A interação entre os parâmetros pH e força iônica foi negativa, o que indica que 

a extração diminui com o incremento do pH e temperatura simultaneamente. Porém, 

esse resultado não foi considerado significativo. O efeito da força iônica também não foi 

considerado significativo para nenhum dos fármacos em estudo.  

O efeito de cada um dos parâmetros foi discutido de forma mais aprofundada 

nos tópicos a seguir. 

 

4.6.1 Influência do pH 

Para fármacos que apresentam grupos ionizáveis, o pH da matriz é um 

parâmetro relevante na otimização do processo. Como revestimento de hidrogel extrai 

preferencialmente solutos não iônicos, o ajuste do pH da matriz biológica, em valores 

nos quais os fármacos encontram-se na sua maior parte na forma não dissociada, 

resulta em extrações mais eficientes (CHAVES; CHIERICATO; QUEIROZ, 2009). 

De acordo com os resultados observados na Figura 33 as eficiências de 

extração dos analitos (em termos de área de pico de cada analito) foram crescentes 

com a diluição da amostra em soluções tampão com valores mais altos de pH, sendo 

que o pH de 8,5 foi o que proporcionou uma maior área de pico para ambos os analitos, 

especialmente em tempos de extração mais elevados. Estes resultados podem ser 

facilmente entendidos quando o equilíbrio ácido-base dos analitos em soluções de 

diferentes valores de pH é considerado.  
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Figura 33. Área dos picos de FLX e NOR nas condições a) 0% NaCl e 20°C; b) 15% NaCl e 20°C; c) 0% 

NaCl e 50°C; d) 15% NaCl e 50°C, conforme variação da força iônica. 

 

Segundo Queiroz e Lanças (2005), para assegurar-se de que 99% dos 

compostos ácidos presentes em uma amostra possam ser convertidos para a forma 

neutra, o pH deverá ter valor, no mínimo, duas unidades abaixo do pKa do analito.  

Apesar de estudos relatados na literatura evidenciarem que o pH mais adequado 

para a extração da FLX (Pka 9,8) e da NOR (Pka 9,77) (DrugBank) se dê em torno de 

11,0 (OLIVEIRA, 2013), uma vez que o meio básico favorece a protonação do carbono 

anomérico da molécula de FLX proporcionando uma melhor partição na fase extratora, 

a utilização de pHs extremos, tais como esse, podem levar ao comprometimento da 

estrutura do hidrogel.  

De acordo com Castilhos (2018), que avaliou o comportamento da estabilidade 

do hidrogel de ALG em pHs 4,0, 6,0 e 9,0, quando exposto à solução aquosa de pH 9,0 

o hidrogel perdeu completamente sua integridade física, fato que pode ser atribuído ao 

deslocamento dos íons de cálcio da rede polimérica, causando a desestabilização e por 

consequência a quebra da rede tridimensional de hidrogel. Este comportamento é 

intrínseco de hidrogéis de ALG e outros polímeros aniônicos (CAVALLARO et al., 2013). 

Por esse motivo, a faixa de pH escolhida para a realização da etapa de otimização foi 

definida entre 7,0 e 8,5, sendo que esta última foi a que proporcionou melhores 

resultados em relação a área de pico. Dessa forma, evita-se utilizar um pH extremo, 

obtendo uma extração eficiente do analito e evitando a degradação da fase extratora, o 

que, consequentemente, levará ao aumento da vida útil do dispositivo.  
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4.6.2 Influência da força iônica 

A adição de um sal em solução aquosa proporciona o aumento da força iônica 

da solução. As moléculas de água tendem a formar uma esfera de hidratação ao redor 

dos íons do sal, reduzindo a disponibilidade de moléculas de água livres para dissolver 

os solutos. Dessa forma, a atividade ou a concentração efetiva do soluto em solução 

aumenta a eficiência do processo de extração (CHAVES; CHIERICATO; QUEIROZ, 

2009).  

Para solutos na forma não dissociada o efeito salting out é esperado. Nesse 

efeito, os sais adicionados em solução saturam o meio, aumentando a distribuição do 

analito para a fase extratora. Termodinamicamente, o efeito de salting out é dependente 

do tipo de sal e também das características do analito em questão, bem como da 

composição da solução em que o efeito ocorre. (OLIVEIRA; FIGUEIREDO; SANTOS-

NETO, 2013). Em contrapartida, com o aumento da força iônica, os íons do sal 

adicionado podem interagir com o soluto em solução por meio de interações 

eletrostáticas, covalentes ou par iônico, diminuindo a difusão do soluto para a fase 

extratora (CHAVES; CHIERICATO; QUEIROZ, 2009). Dentre os sais empregados como 

aditivos na fase doadora, o NaCl é o mais comum. 

Segundo Almeida e Nogueira (2006), adições de NaCl superiores a 15% podem 

danificar a fase extratora, uma vez que a utilização de concentrações mais elevadas 

que essas causam a saturação da solução, possibilitando que as moléculas de sal sejam 

adsorvidas na superfície do revestimento da fase extratora e diminuindo, dessa forma, 

a eficiência do processo de extração por reduzir a quantidade de sítios ativos 

disponíveis. Além disso, altas concentrações de sal podem aumentar viscosidade do 

meio, reduzindo a velocidade de difusão do soluto da amostra para a fase extratora. Por 

esse motivo, foram testadas concentrações de NaCl entre 0 e 15% (m/v). 

Ao analisar os gráficos de resposta (Figura 34), é possível observar que, no nível 

inferior de pH (7,0), o incremento da força iônica promove um aumento da área do pico. 

Contudo, ao realizar a análise num nível de pH superior (8,5), outros fatores são 

determinantes para a eficácia da extração. Em temperaturas mais baixas, a presença 

de sal em solução num menor tempo de extração propiciou o aumento da área do pico, 

porém, na ausência de sal, um tempo maior de extração foi necessário para produzir 

resultados satisfatórios. Em temperaturas mais altas, por sua vez, o efeito observado é 

inverso. A presença de sal em solução demandou um maior tempo de extração, 

enquanto a ausência do mesmo necessitou de um tempo mais curto de extração para 

que resultados eficientes fossem observados. Uma hipótese para justificar esse 

comportamento é que a presença de sal em solução faz com que o analito particione 
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para a fase extratora, porém a difusão é dificultada, visto que a força iônica do meio 

satura a fase extratora, demandando um tempo de extração mais elevado, mas 

particionando uma maior quantidade de analito. 
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Figura 34. Área dos picos de FLX e NOR nas condições a) pH 7,0 e 20°C; b) pH 8,5 e 20°C; c) pH 7,0 e 

50°C; d) pH 8,5 e 50°C, conforme variação da força iônica. 

4.6.3 Influência da temperatura de extração 

O aumento da temperatura favorece o processo de difusão dos solutos da matriz 

aquosa para a fase extratora, diminuindo a viscosidade e resultando em menor tempo 

de extração, uma vez que o tempo requerido para alcançar o equilíbrio é diminuído. Por 

outro lado, os coeficientes de partição para a fase aceptora diminuem, reduzindo a 

quantidade de fármaco extraído no estado de equilíbrio. Portanto, a velocidade das 

extrações pode ser melhorada à custa da perda da detectabilidade do método 

(OLIVEIRA; FIGUEIREDO; SANTOS-NETO, 2013). A temperatura deve ser ajustada 

para permitir a extração completa dos analitos pela fibra SPME, se atentando de modo 

a evitar a degradação térmica dos analitos e dos revestimentos da fibra. Dessa forma, 

encontrar a melhor temperatura, para um menor tempo de análise e sensibilidade 

analítica adequada é de extrema importância.  
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Analisando a Figura 35 nota-se que, em uma temperatura de 50°C, extrações 

realizadas em pH 8,5 e extrações realizadas em pH 7,0 na ausência de NaCl são 

favorecidas. Por outro lado, na temperatura de 20°C, a utilização de um pH 7,0 requer 

a presença de sal para que se tenha o incremento da área de pico.  
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Figura 35. Área dos picos de FLX e NOR nas condições a) pH 7,0 e 0% NaCl; b) pH 8,5 e 0% NaCl; c) pH 

7,0 e 15% NaCl; d) pH 8,5 e 15% NaCl, conforme variação da temperatura. 

4.6.4 Influência do tempo de extração 

O tempo de extração é um parâmetro importante para o desempenho de 

extração dos analitos, uma vez que a SPME é uma técnica baseada em 

equilíbrio. Geralmente, a eficiência da extração melhora com o aumento do 

tempo de extração antes que a extração atinja o equilíbrio. Na SPME, um curto 

tempo de extração pode ser utilizado, desde que sensibilidades suficientes 

sejam alcançadas e as condições experimentais sejam bem controladas (ZHAO 

et al., 2011). 

A partir dos resultados, foi possível observar que o tempo de extração 

não atuou da maneira esperada, em que quanto maior o tempo de extração, os 
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analitos apresentem uma tendência de ser mais extraídos. A causa disso pode 

ser explicada pelos efeitos de segunda ordem que o tempo de extração tem com 

o pH e a força iônica da solução. Apesar desses efeitos não serem considerados 

significativos pelo gráfico de Pareto, ao analisar a Figura 36, em que se tem as 

áreas dos picos após as extrações dos analitos FLX e NOR, observa-se que as 

maiores variações de eficiência obtidas nos ensaios se devem às alterações 

dessas duas condições, como relatado no item 4.6.2, em que, numa mesma 

condição de pH (+) e temperatura (+), um tempo maior de extração favoreceu a 

condição em que havia a presença de sal, enquanto um tempo reduzido de 

extração proporcionou melhores resultados na ausência do mesmo. 
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Figura 36. Área de pico dos analitos FLX (a) e NOR (b) em suas respectivas condições de pH, força 

iônica (% NaCl) e temperatura de extração, conforme variação do tempo. 

 

4.6.5 Influência do tempo e solvente de dessorção 

A transferência de massa é um processo dependente do tempo em que, em 

alguns casos, o equilíbrio é alcançado somente após a exposição da solução aceitadora 

à amostra por um período de tempo relativamente longo (OLIVEIRA; FIGUEIREDO; 

SANTOS-NETO, 2013). O tempo de dessorção adequado é aquele no qual não se 

observa a presença de solutos no cromatograma após o processo de dessorção, 

eliminando, dessa forma, o carryover e favorecendo a repetitividade dos resultados 

(CHAVES; CHIERICATO; QUEIROZ, 2009). Embora tempos de exposição mais longos 

da solução aceitadora geralmente resultem em uma maior eficiência de extração, nem 

sempre é prático aplicar tempos de extração prolongados.  

Foram analisados a influência do tempo e do solvente utilizado no processo de 

dessorção dos analitos, buscando encontrar o menor tempo que permita resultados 
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mais eficientes de área de pico (Tabela 12). Os parâmetros de extração adotados para 

a realização das análises foram análogos ao Ensaio 6 (pH 8,5 (nível +), NaCl 0% (nível 

-) e 50°C (nível +), por 30 minutos (nível -)). A Figura 37 traz o gráfico que retrata esses 

resultados. 

 

Tabela 12. Influência do tempo e solvente na dessorção dos analitos. 

Dessorção 
15 min 30 min 45 min 

NOR FLX NOR FLX NOR FLX 
ACN 0,00769 0,00691 0,00825 0,00654 0,00524 0,00725 

MeOH 0,01208 0,01737 0,00759 0,0095 0,00715 0,00955 
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Figura 37. Influência do tempo e do solvente de dessorção na área dos picos de FLX e NOR 

 

Conforme os resultados apresentados na Tabela 12, foi possível observar que o 

metanol teve um desempenho superior à acetonitrila na dessorção dos analitos. Em 

relação ao tempo de dessorção, pode-se afirmar que um período de 15 minutos é 

suficiente para realizar uma dessorção eficiente dos fármacos estudados. 

Consequentemente, a melhor condição de dessorção foi observada ao utilizar metanol 

por um período de 15 minutos. 

 

4.6.6 Influência da espessura do hidrogel 

A espessura do filme da fase extratora e a constante de partição são 

determinantes para a eficiência e para o tempo de extração. Um filme mais espesso 

propicia maiores taxas de extração, contudo, requer um maior período de tempo para 

atingir o equilíbrio de partição. Além disso, quanto maior a afinidade do analito com a 

fibra, no caso o hidrogel, maior será o coeficiente de partição e, com isso, maior será a 

eficiência da extração (SILVA, 2007). 
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Devido à importância de se avaliar a espessura da camada de hidrogel na 

eficiência de extração dos analitos, esse parâmetro foi investigado utilizando 1, 2 e 3 

ciclos de imersão da fibra na solução de ALG 2% com posterior reticulação em solução 

de CaCl2, de modo a avaliar qual a quantidade ideal de ciclos para a elaboração do 

dispositivo SPME. Assim como a análise do item 4.6.5, as condições do Ensaio 6 foram 

utilizadas para essa investigação, com um tempo de dessorção de 15 minutos. Os 

resultados das análises realizadas estão dispostos na Tabela 13 e na Figura 38.  

 

Tabela 13. Influência da espessura do hidrogel na extração dos fármacos 

N° ciclos de imersão NOR FLX 
1 0,00464 0,00943 
2 0,01208 0,01737 
3 0,01284 0,00904 
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Figura 38. Influência da espessura do hidrogel na extração de FLX e NOR 

 

A analisar o comportamento observando o gráfico da Figura 38, é possível 

observar que a realização de um maior número de ciclos de imersão da fibra-PP no 

hidrogel propicia a formação de uma parede mais espessa, resultando numa maior 

fixação dos analitos na fase extratora e, consequentemente, leva à necessidade de um 

tempo de dessorção maios longo para realizar a retirada desses analitos do hidrogel. A 

utilização de um único ciclo de imersão não viabilizou uma homogeneidade da fase 

extratora, quando comparada a utilização de dois ciclos. Já a realização de uma terceira 

imersão promove uma melhora na extração da NOR, porém reduz a quantidade extraída 

de FLX, quando comparado a utilização de dois ciclos de imersão, fato que pode ser 

causado pela maior retenção dos analitos devido à espessura do hidrogel. Sendo assim, 

a utilização de dois ciclos de imersão favorece resultados mais eficientes dentre as 

espessuras de hidrogel analisadas. 
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4.6.7 Condições otimizadas 

 Com base nos resultados apresentados nos itens anteriores, a condição final 

selecionada por atender melhores resultados em termos de intensidade de pico, menor 

tempo de análise e melhor resolução dos cromatogramas, foram as condições expostas 

na Tabela 14. A Figura 39 traz o cromatograma referente à extração realizada nessas 

condições otimizadas, conforme o método descrito na Tabela 10. 

 

Tabela 14. Condições otimizadas dos parâmetros de extração e dessorção 

pH de extração 8,5 

Força iônica da extração 0% de NaCl 

Temperatura de extração 50°C 

Tempo de extração 30 min 

Espessura do hidrogel 2 ciclos de imersão 

Tempo de dessorção 15 min 

Solvente de dessorção MeOH 
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Figura 39. Cromatograma da extração de FLX e NOR com as condições otimizadas (Método 6) utilizando 

a condição cromatográfica readequada (Tabela 10). 
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4.7 Validação Analítica e Aplicação Clínica do Método Desenvolvido 

Os antidepressivos podem ser prescritos em combinação com diferentes 

agentes psicotrópicos e outras drogas. Por esse motivo, é de extrema importância 

avaliar a provável interferência de compostos potencialmente coadministrados. 

Apesar da aprovação do projeto pelo Comitê de Ética em Pesquisa, devido à 

pandemia do vírus Sars-Cov-2 (COVID-19) o Laboratório Escola de Análises Clínicas 

da UFPR teve suas atividades de coleta interrompidas, uma vez que seus esforços 

passaram a estar voltados para a realização de testes de COVID-19. Por esse motivo, 

e pelo longo período de afastamentos dos pós-graduandos dos laboratórios da 

universidade, não foi possível realizar a etapa de aplicação da metodologia em 

pacientes voluntários e nem avaliar a interferência de fármacos que possam ser 

administrados concomitantemente aos analitos (como paracetamol, ibuprofeno, cafeína, 

entre outros). A validação do método de extração também não pôde ser avaliada, devido 

à problemas nos equipamentos de HPLC que possuíam detector por fluorescência. 

 

4.8. Teste de exclusão de proteínas 

Os três ensaios mais utilizados para a determinação de proteínas totais são os 

métodos de Lowry (cobre enriquecido), Smith (ácido bicinconínico), e Bradford (Azul de 

Coomassie®). Todos são métodos colorimétricos e baseiam-se na geração de espécies 

absorventes em proporção à quantidade de proteína presente na amostra. Dentre eles, 

o ensaio de proteína de Bradford se tornou muito popular devido a sua rapidez e 

facilidade, e por envolver apenas uma única adição do reagente de corante à amostra 

(MIKKELSEN & CORTÓN, 2004).  

O método Bradford tem como base a ligação não-covalente da forma aniônica 

do corante Azul de Coomassie® Brilhante G-250 (Figura 40) com as proteínas. O 

corante reage principalmente com resíduos de arginina, que têm uma cadeia lateral 

carregada positivamente, além de ligeiras interações com resíduos básicos (histidina e 

lisina) e resíduos aromáticos (tirosina, triptofano e fenilalanina). Ao ligar-se às proteínas, 

é gerada uma cor azul, cuja absorbância máxima é observada no comprimento de 590 

nm (MIKKELSEN & CORTÓN, 2004).  



87 
 

 
 

 

 
Figura 40. Azul de Coomassie® Brilhante G-250. 

 

Sendo assim, o teste de Bradford foi empregado para a comprovar a propriedade 

de exclusão de proteínas observada pelo dispositivo de extração elaborado. A curva de 

absorbância foi realizada conforme descrito no item 3.10, em que foram obtidas as 

absorbâncias das soluções de BSA em concentrações de 0,0 a 1,0 mg mL-1 (Figura 41). 
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Equation y = a + b*x
Plot Absorbância
Weight No Weighting
Intercept 0,10055 ± 0,01732
Slope 0,8976 ± 0,02988
Residual Sum of Squares 0,05762
Pearson's r 0,98536
R-Square (COD) 0,97094
Adj. R-Square 0,96986

 
Figura 41. Curva de absorbância das soluções de BSA conforme variação de concentração. 

 

As extrações foram realizadas utilizando uma concentração de 0,6 mg mL-1 de 

BSA, em triplicata, sendo que o valor médio de absorbância obtido nas três extrações 

foi de 0,031. Considerando o valor de absorbância esperado para essa concentração 
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de proteínas (0,668), foi possível constatar, conforme a Equação 1, que o dispositivo 

de hidrogel foi capaz de excluir 95,36% das proteínas presentes em solução. 

 

          (1) 

 

Visando avaliar o mesmo efeito observado nas análises com BSA, o 

procedimento foi aplicado em amostras de plasma humano, também em triplicata, com 

o intuito de verificar a exclusão de proteínas plasmáticas durante o processo de 

extração. Para isso, foi coletado 0,1 mL da amostra contendo plasma humano e tampão 

pH 8,5, sem a realização da extração, e a absorbância obtida foi comparada com a 

absorbância após a extração (Equação 2). Tal evidência também pôde ser observada 

visualmente (Figura 42). 

  

 
Figura 42. Soluções (a) branco; (b) extração; (c) sem extrair, após adição do reagente de Bradford. 

 

   (2) 

 

Após a análise, foi possível observar novamente a exclusão das proteínas, 

confirmando a atuação do hidrogel como barreira para essas moléculas no processo de 

extração e atuando como RAM. Tais resultados são de grande importância, uma vez 

que essa propriedade de exclusão de proteínas promovida por um material de grande 

simplicidade e baixo custo abre uma nova perspectiva de exploração dos hidrogéis 

como fase extratora para aplicação em matrizes biológicas, fato que não havia sido 

explorado na literatura até o momento. Dessa forma, é possível realizar o procedimento 

de extração sem a realização de etapas adicionais (precipitação de proteínas), de forma 

rápida e eficiente. 
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4.9 Caracterização Físico-Química do Hidrogel 

A caracterização dos hidrogéis foi realizada por meio da microscopia eletrônica 

de varredura (MEV ou do inglês, Scanning Electron Microscope – SEM). Iniciou-se com 

a metalização das amostras no equipamento Balzers Union®, modelo SCD 030, e 

prosseguiu-se com as observações através de um microscópio eletrônico de varredura 

JEOL®, modelo JSM6360LV, a 10 kV. 

Assim como relatado por Castilhos (2017), as imagens de microscopia eletrônica 

de varredura (Figura 43a) demonstraram que o hidrogel não penetra na estrutura 

porosa, mas sim atua como uma camada superficial externa à fibra PP. Como tal, a fase 

extratora baseada em hidrogel encontra-se envolta em torno da fibra, na forma de um 

filme fino e frágil, contradizendo a hipótese de Basheer et al. (2005) de que o hidrogel 

poderia ser adsorvido nos poros da fibra, uma vez que a fibra selecionada apresenta 

poros da ordem de 0,2 μm.  

 
Figura 43.  a) Imagem de microscopia eletrônica de varredura: fibra PP com ALG. Ampliação – 50x.             

b) Imagem de microscopia óptica: fibra PP com ALG. Ampliação – 10x. 

 

 

De forma complementar, foram realizadas análises utilizando um microscópio 

óptico Opticam O500R modelo LOPT14003 de 14.0 Mega Pixels, utilizando uma lente 

de aumento de 10x/0,25 PH. As imagens obtidas possibilitam a visualização da 

espessura do filme de hidrogel depositado na superfície da fibra-PP quando hidratado. 

Conforme observado na Figura 43b, a camada de hidrogel utilizada na elaboração do 

dispositivo (com dois ciclos de imersão na solução de ALG) possui uma espessura com 

cerca de 529 um. 
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5. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

A partir do dispositivo elaborado, composto por uma fibra-PP recoberta com 

hidrogel de ALG 2% (m/v), foi possível criar uma alternativa prática, simples, barata e 

eficiente para a extração de fármacos em fluidos biológicos.  

A técnica foi aplicada na extração de FLX e NOR presentes em amostras de 

plasma humano, entretanto, tal procedimento é capaz de ser aplicado para diferentes 

compostos a serem analisados em matrizes biológicas. Para a determinação dos 

analitos empregou-se a HPLC-FL, cujas condições cromatográficas foram otimizadas, 

a fim de garantir maior eficiência e resolução à separação. 

A utilização de hidrogéis como fase extratora para SPME foi possível, de forma 

que o hidrogel composto por ALG foi capaz, não apenas de extrair os fármacos 

estudados (FLX e NOR) de amostras de plasma, mas também serviu como um RAM 

para a exclusão das proteínas presentes nessa matriz biológica. Sendo assim, esse 

trabalho foi capaz de demonstrar a capacidade do hidrogel de ALG servir como RAM, 

além de aplicar a extração com hidrogel em uma matriz biológica, uma área que até 

então não havia sido explorada. 

A otimização das variáveis da extração foi realizada de forma multivariada para 

os fatores de pH, força iônica, temperatura de extração e tempo de extração. O pH foi o 

fator que influenciou a eficiência da extração de forma mais pronunciada, em relação 

aos demais parâmetros, sendo que respostas mais eficientes foram obtidas 

empregando-se um pH mais elevado. Pôde-se observar a presença de efeitos principais 

e de interação de segunda ordem para as variáveis estudadas. As condições mais 

eficientes para extração foram observadas realizando a extração em pH 8,5, numa 

temperatura de 50°C, por um período de 30 minutos, e sem a adição de NaCl. O solvente 

metanol foi selecionado para a etapa de dessorção, que foi realizada num período de 

15 minutos. A utilização de dois ciclos de imersão da fibra-PP no hidrogel também 

demonstrou resultados mais eficientes, dentre as opções avaliadas. 

Dessa forma, o uso do hidrogel como fase extratora mostrou-se muito promissor 

para extração de fármacos em plasma humano, sem haver a necessidade de realizar 

etapas adicionais para a precipitação de proteínas plasmáticas ou a incorporação de 

RAMs à fase extratora. Além disso, o dispositivo de extração desenvolvido se mostrou 

uma solução eficiente e de baixo custo (cerca de R$ 0,20 cada) quando comparado à 

dispositivos de SPME comerciais. 

A comprovação de que o hidrogel de alginato por si só consegue barrar mais de 

95% das proteínas plasmáticas, atuando como um material de acesso restrito, abre um 
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leque de possibilidades para a exploração desse material como fase extratora direta em 

matrizes biológicas diversas. 
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ANEXO 1 
 

  PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP  
 

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA 
 

Título da Pesquisa: Desenvolvimento de dispositivo baseado em hidrogel e material de acesso restrito para 
extração de fármacos em amostras de plasma humano 

Pesquisador: BRUNO JOSE GONCALVES DA SILVA 
Área Temática: 
Versão: 3 
CAAE: 29722620.2.0000.0102 
Instituição Proponente: Programa de pós graduação em química 
Patrocinador Principal: Financiamento Próprio 

 
DADOS DO PARECER 

 
Número do Parecer: 3.997.822 

 
Apresentação do Projeto: 
O presente projeto se refere a uma dissertacao de mestrado do departamento de Quimica. 
O projeto propoe o desenvolvimento de um dispositivo baseado em Hidrogel e material de acesso restrito para 
a extracao de farmacos, como amoxicilina, acido acetilsalicilico, diclofenaco, fluoxetina, ibuprofeno, 
paracetamol e reserpina, em amostras de plasma humano, empregando cromatografia liquida de alta eficiencia 
(HPLC-DAD) como tecnica analitica. Para realizar o desenvolvimento e validacao do metodo, serao 
necessarias amostras de plasma humano branco, ou seja, isentas de analitos, estocadas e fornecidas pelo 
Laboratorio Escola de Analises Clinicas da Universidade Federal do Parana. 

 

Objetivo da Pesquisa: 
Objetivo Geral 
Desenvolver um dispositivo SPME baseado em hidrogel modificado com material de acesso restrito para 
determinacao de farmacos em plasma humano. 
Objetivos Especificos 
a) Otimizacao das condicoes cromatograficas, via LC-UV; 
b) Sintese e avaliacao de fases extratoras de materiais baseados em hidrogel para extracao dos farmacos 
de interesse: acido acetilsalicilico, amoxicilina, diclofenaco, fluoxetina, ibuprofeno, paracetamol e reserpina; 
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c) Incorporacao de materiais de acesso restrito (BSA – albumina serica bovina) na fase baseada em hidrogel 
de maior eficiencia de extracao; 
d) Caracterizacao fisico-quimica do material proposto, hidrogel-BSA; 
e) Desenvolvimento do dispositivo SPME hidrogel-BSA; 
f) Otimizacao dos parametros de extracao SPME; 
g) Avaliacao dos parametros analiticos de merito. 
h) Aplicacao do metodo padronizado e validado em amostras reais de plasma de pacientes em terapia com 
os farmacos de interesse. 

Avaliação dos Riscos e Benefícios: 
Os riscos e beneficios foram revisados pelos autores. 
De acordo com a nova versao do projeto: 
"O principal beneficio deste projeto e o desenvolvimento de um protocolo analitico para determinacao dos 
farmacos selecionados em plasma humano que, devido ao emprego de uma tecnica de microextracao, utiliza 
volumes reduzidos de solventes organicos, resultando em um menor impacto ambiental, e de amostra 
biologica. Adicionalmente, a microextracao em fase liquida com fibra oca e uma tecnica de baixo custo e 
simples. Apos a validacao, este protocolo podera ser aplicado em estudos clinicos e farmacologicos, 
empregados visando estudos de toxicidade e monitoracao terapeutica. O principal beneficio ao participante 
e a satisfacao pessoal de contribuir em prol da ciencia e do desenvolvimento de novos meios de analises, que 
podem futuramente ser aplicadas em analises farmacologicas." 
Quanto aos riscos, os autores afirmam que "Os voluntarios podem estar sujeitos a pequenos desconfortos 
durante a coleta de sangue, como mal-estar temporario, queda de pressao arterial, tontura e enjoo. A 
possibilidade de ocorrencia para estes riscos e minima, dando-se tradicionalmente quando o voluntario 
encontra-se sem se alimentar por um longo periodo. Os participantes poderao se retirar do estudo a qualquer 
momento. A coleta de sangue, cerca de 8,5 mL de amostra, sera realizada no Laboratorio Escola de Analises 
Clinicas - LEAC, que atua de acordo com a regulamentacao da Vigilancia Sanitaria. Para minimizar os riscos 
da coleta de amostras de sangue, o profissional que realizara a coleta usara luvas descartaveis e jaleco, os 
materiais de coleta sao esterilizados e descartaveis. O procedimento sera iniciado no momento em que o 
voluntario estiver confortavel e acomodado em uma cadeira adequada, e pode ser interrompido a qualquer 
momento se o mesmo desistir de participar da pesquisa." 
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Continuação do Parecer: 3.997.822 

 
 

Comentários e Considerações sobre a Pesquisa: 
Trata-se de uma pesquisa que propoe um novo metodo para quantificar a concentracao de diferentes 
medicamentos no plasma. 

Considerações sobre os Termos de apresentação obrigatória: 
Os termos foram apresentados. 

Recomendações: 
Não há. 

Conclusões ou Pendências e Lista de Inadequações: 
Os pesquisadores responderam e corrigiram as pendências anteriormente apontadas. 
Sou de parecer favorável à aprovação do projeto. 
Face ao isolamento social, devem os pesquisdores ajustar o cronograma através de emenda, uma vez 
encerrada esta fase que vivemos. 

 
- É obrigatório solicitar por e-mail à secretaria do CEP/SD uma cópia do Termo de Consentimento Livre e 
Esclarecido com carimbo onde constará data de aprovação por este CEP/SD, sendo este modelo reproduzido 
para aplicar junto ao participante da pesquisa. 

 
*Em caso de projetos com Coparticipantes que possuam Comitês de Ética, seu TCLE somente será liberado 
após aprovação destas instituições. 

 
O TCLE deverá conter duas vias, uma ficará com o pesquisador e uma cópia ficará com o participante da 
pesquisa (Carta Circular nº. 003/2011CONEP/CNS). 
Favor solicitar o TCLE por e-mail cometica.saude@ufpr.br, necessário informar o CAAE. 

 
 
 

Considerações Finais a critério do CEP: 
Solicitamos que sejam apresentados a este CEP, relatórios semestrais e final, sobre o andamento da 
pesquisa, bem como informações relativas às modificações do protocolo, cancelamento, encerramento e 
destino dos conhecimentos obtidos, através da Plataforma Brasil - no modo: NOTIFICAÇÃO. Demais 
alterações e prorrogação de prazo devem ser enviadas no modo EMENDA. Lembrando que o cronograma 
de execução da pesquisa deve ser atualizado no sistema Plataforma Brasil antes de enviar solicitação de 
prorrogação de prazo. 
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Emenda – ver modelo de carta em nossa página: www.cometica.ufpr.br (obrigatório envio) 
 
 

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados: 
 

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situação 
Informações Básicas PB_INFORMAÇÕES_BÁSICAS_DO_P 27/04/2020  Aceito 
do Projeto ROJETO_1519637.pdf 10:32:48 
Outros Carta_pendencias_e_inadequacoes_2.d 27/04/2020 BRUNO JOSE Aceito 

ocx 10:31:47 GONCALVES DA 
  SILVA 

Outros TCLE_corrigido_2.docx 27/04/2020 BRUNO JOSE Aceito 
10:31:29 GONCALVES DA 

 SILVA 
Brochura Pesquisa Projeto_corrigido_2.docx 27/04/2020 BRUNO JOSE Aceito 

10:31:03 GONCALVES DA 
 SILVA 

Brochura Pesquisa Projeto_corrigido.docx 31/03/2020 BRUNO JOSE Aceito 
18:56:18 GONCALVES DA 

 SILVA 
Outros Oficio_do_pesquisador_responsavel_en 31/03/2020 BRUNO JOSE Aceito 

viando_o_projeto_corrigido.pdf 18:56:00 GONCALVES DA 
  SILVA 

Outros TCLE_corrigido.docx 31/03/2020 BRUNO JOSE Aceito 
18:54:57 GONCALVES DA 

 SILVA 
Outros Carta_pendencias_e_inadequacoes.doc 31/03/2020 BRUNO JOSE Aceito 

x 18:53:56 GONCALVES DA 
  SILVA 

Outros TCLE.docx 05/03/2020 BRUNO JOSE Aceito 
19:37:16 GONCALVES DA 

 SILVA 
Projeto Detalhado / Projeto.docx 05/03/2020 BRUNO JOSE Aceito 
Brochura 11:27:39 GONCALVES DA 
Investigador  SILVA 
Folha de Rosto Folha_de_rosto.pdf 03/03/2020 BRUNO JOSE Aceito 

19:36:22 GONCALVES DA 
 SILVA 

Outros Termo_de_guarda_de_material_biologic 03/03/2020 BRUNO JOSE Aceito 
o.pdf 19:30:25 GONCALVES DA 

  SILVA 
Outros TALE.docx 03/03/2020 BRUNO JOSE Aceito 

19:29:41 GONCALVES DA 
 SILVA 
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Outros Oficio_do_pesquisador_responsavel_en 03/03/2020 BRUNO JOSE Aceito 
viando_o_projeto.pdf 19:28:19 GONCALVES DA 

  SILVA 
Outros Declaracao_de_compromissos_da_equi 03/03/2020 BRUNO JOSE Aceito 

pe_de_pesquisa.pdf 19:26:42 GONCALVES DA 
  SILVA 

Outros Concordancia_dos_servicos_envolvidos 03/03/2020 BRUNO JOSE Aceito 
_PPGQ.pdf 19:25:53 GONCALVES DA 

  SILVA 
Outros Concordancia_dos_servicos_envolvidos 03/03/2020 BRUNO JOSE Aceito 

_LEAC.pdf 19:25:06 GONCALVES DA 
  SILVA 

Outros Check_List_documental.pdf 03/03/2020 BRUNO JOSE Aceito 
19:24:25 GONCALVES DA 

 SILVA 
Outros Ata_de_aprovacao_do_projeto.pdf 03/03/2020 BRUNO JOSE Aceito 

19:23:59 GONCALVES DA 
 SILVA 

Outros Analise_de_merito.pdf 03/03/2020 BRUNO JOSE Aceito 
19:23:16 GONCALVES DA 

 SILVA 
 
 

Situação do Parecer: 
Aprovado 

Necessita Apreciação da CONEP: 
Não 

 
 
 
 
 

CURITIBA, 29 de Abril de 2020 
 
 

Assinado por: 
IDA CRISTINA GUBERT 

(Coordenador(a)) 


