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“Em algum lugar, alguma coisa incrivel esta esperando para ser descoberta”.
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RESUMO

Os parabenos sao ésteres do acido 4-hidroxibenzoico que possuem propriedades
antimicrobianas e antifingicas, e sdo amplamente empregados em produtos de higiene e
cosmeéticos. Entretanto, o uso dessas substancias pode implicar em alteragcdes no sistema
enddcrino humano, acarretando em diversas doengas, entre elas o cancer. Assim, diversas
pesquisas tém sido realizadas a fim de determinar esses compostos em diversas matrizes,
por exemplo, ambiental e biolégica. Porém, devido a complexidade dessas matrizes e a
concentragdo dos parabenos a niveis de ng L, necessita-se de uma etapa de preparo de
amostra, onde a extragdo em fase sélida (SPE) € amplamente utilizada, contudo, apresenta
algumas desvantagens, como o custo dos cartuchos comerciais e aplicagdo unica. Desse
modo, diversos estudos vém sendo conduzidos no desenvolvimento de novos materiais
sorventes, que apresentem menor custo, além da possibilidade de reuso e da extracdo de
compostos polares, e entre eles, um material ainda pouco explorado e que vem ganhado
destaque, tem-se o hidrogel. Dessa maneira, o objetivo deste trabalho foi a sintese de um
disco de hidrogel composto de PVOH/pectina para a extragdo de metilparabeno (MPB),
etilparabeno (EPB), propilparabeno (PPB) e butilparabeno (BPB) em amostras de urina
humana utilizando a SPE e posterior determinacao por LC-DAD. O hidrogel desenvolvido foi
capaz de promover a extracao dos quatro parabenos mesmo com a diferenga de polaridade
entre eles. Observou-se que os hidrogéis mais concentrados, ou seja, aqueles que utilizaram
uma dispersao mais concentrada, apresentaram menores valores de desvio padrao relativo
entre as extracdes, e isso esta correlacionado com o menor grau de intumescimento, ja que
hidrogéis mais concentrados apresentam maior densidade de reticulacdo, que acarreta em
menor difusdo de soluto no material. Assim, foi possivel o desenvolvimento de uma
metodologia analitica para a determinacdo dos parabenos em urina, onde para os quatro
analitos, obteve-se uma linearidade adequada com valores de R?20,99 e LOQ de 0,1 yg mL"
' ja o LOD encontrado foi de 0,034, 0,020, 0,007, e 0,005 ug mL™", para o MPB, EPB, PPB e
BPB, respectivamente. O material também apresentou possibilidade de reuso, onde para 15
extragdes consecutivas, ndo houve degradacéo fisica e ndo foi observado efeito memoria. Os
resultados obtidos nesse trabalho demonstram o potencial para uso do hidrogel e abre
horizontes para uma maior compreensao para sua aplicacdo como fase extratora.

Palavras-chave: Hidrogel; SPE; Parabenos; Urina humana; LC-DAD; Alcool polivinilico;
Pectina.



ABSTRACT

Parabens are 4-hydroxybenzoic acid esters that have antimicrobial and antifungal properties,
and are widely used in hygiene products and cosmetics. However, the use of these substances
can lead to changes in the human endocrine system, leading to several diseases, including
cancer. Thus, several researches have been carried out in order to determine these
compounds in different matrices, for example, environmental and biological. However, due to
the complexity of these matrices and the concentration of parabens at levels of ng L', a sample
preparation step is needed, where solid phase extraction (SPE) is widely used, however having
some disadvantages, such as the cost of commercial cartridges and single application. So,
several studies have been conducted in the development of new sorbent materials, which have
a lower cost, in addition to the possibility of reuse and extraction of polar compounds, and
among them, a material still little explored and that has gained prominence, there is the
hydrogel. Thereby, the objective of this work was the synthesis of a hydrogel disk composed
of PVOH/pectin for the extraction of methylparaben (MPB), ethylparaben (EPB),
propylparaben (PPB) and butylparaben (BPB) in human urine samples using SPE and
subsequent determination by LC-DAD. The hydrogel developed was able to promote the
extraction of the four parabens even with the difference in polarity between them. It was
observed that the more concentrated hydrogels, that is, those that used a more concentrated
dispersion, had lower values of relative standard deviation between extractions, and this is
correlated with the lower degree of swelling, since more concentrated hydrogels have a higher
density of crosslinking, which leads to less solute diffusion in the material. That way, it was
possible to develop an analytical methodology for the determination of parabens in urine, which
for the four analytes, adequate linearity was obtained with values of R?20.99 and LOQ of 0.1
ug mL", since the LOD found was 0.034, 0.020, 0.007, and 0.005 ug mL™" for MPB, EPB, PPB
and BPB, respectively. The material also presented the possibility of reuse, in which for 15
consecutive extractions, there was no physical degradation and no memory effect was
observed. The results obtained in this work demonstrate the potential for using the hydrogel
and open horizons for a better understanding of its application as an extractor phase.

Keywords: Hydrogel; SPE; Parabens; Human urine; LC-DAD; Polyvinyl alcohol; Pectin
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1 INTRODUGAO

Os parabenos, os quais constituem uma classe de antimicrobianos e antifungicos,
tém sido empregados em diversos produtos, como em alimentos (compotas, geleias, dleos) e
produtos farmacéuticos, mas principalmente em cosmeéticos e artigos de higiene pessoal
(shampoo, creme dental, hidratante corporal) (Grzeskowiak et al. 2016). Entretanto, esses
compostos sdo atualmente reconhecidos como desreguladores enddcrinos, ou seja, estdo
correlacionados a diversos efeitos nocivos a saude humana (Raza et al. 2018).

Por isso, devido ao seu uso generalizado e o potencial risco a saude, o
biomonitoramento desses compostos tem se tornado um tépico cada vez mais comum nas
pesquisas em todo o mundo (Silveira et al. 2020). Contudo, a Quimica Analitica enfrenta
alguns desafios em relagéo a essa determinagdo, tais como, a complexidades das matrizes,
a baixa concentragdo dos analitos, na ordem de ng L™, além da dificuldade de extrair os
compostos de maior polaridade (Ghamat et al. 2019).

Assim, a etapa de preparo de amostra tem se mostrado fundamental, sendo a
extragdo em fase sélida (SPE), uma das técnicas mais empregadas atualmente. Porém, os
altos custos, falta de seletividade e a nao possibilidade de reuso dos cartuchos comerciais,
tém levado a um aumento nas pesquisas correlacionadas ao desenvolvimento de novas fases
sorventes, de modo a suprir as necessidades atuais de pesquisa (Ptotka-Wasylka et al. 2016).

Dentre os materiais empregados para essa finalidade, tem-se o hidrogel, que por
possuir grupos funcionais como hidroxila (—OH), carboxila (~COOQOH), acido sulfénico (-SO3zH)
e amina (—NH2) em suas estruturas poliméricas, favorece a extracao de compostos com ampla
faixa de polaridade, sendo caracterizado com materiais de seletividade modulavel,
dependendo de sua composicdo. Além disso, tem sido um material que apresenta a
possibilidade de reuso, sendo sintetizado, em grande parte, a partir de materiais naturais como
alginato, pectina e zeina (Castilhos et al. 2017; Sampaio et al. 2019).

Desse modo, o objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de uma fase extratora
baseada em hidrogel, para aplicagédo em SPE, para a extragdo de parabenos em amostras de
urina humana e posterior determinacao por cromatografia liquida acoplada com detector de
arranjo de diodos (LC-DAD).

1.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1.1 Parabenos

Desreguladores enddcrinos s&o substancias exdgenas que interferem na sintese,

secrecao, transporte, ligagao, acdo ou eliminacdo de hormdnios naturais do corpo e que sédo
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responsaveis pela manutencio, reprodugcao, desenvolvimento e/ou comportamento dos
organismos (Bila; Dezotti 2007). Esses interferentes endécrinos podem ser encontrados em
produtos utilizados para diversos fins, como, por exemplo, agrotoxicos, produtos infantis,
plasticos, produtos de higiene pessoal e cosméticos, eletrbnicos, materiais de construgado e
medicamentos (Kabir et al. 2015).

Os desreguladores endécrinos sado reconhecidos atualmente com umas das
principais ameagas a saude publica global (Kahn et al. 2020), isso porque a exposi¢ao a essas
substancias, a niveis de ng L', podem resultar em danos a saide humana a longo prazo e
afetar a susceptibilidade a doencas, mesmo em geracgdes subsequentes (Chen et al. 2013).
Ha ampla evidéncia de que essas substancias estdo correlacionadas a uma série de
problemas como, por exemplo, partos prematuros, alteracdes no crescimento intrauterino, o
desenvolvimento neuroldgico, obesidade, diabetes, alteracbes de horménios reprodutores e
cancer (Jusko et al. 2019; Lerro et al. 2015; Philips et al. 2017; Sharpe et al. 2008; Song et al.
2014; Sun et al. 2018).

Entretanto, apesar da crescente preocupacido com a utilizacdo dessas substancias,
algumas ainda sdo amplamente empregadas em produtos do cotidiano, como por exemplo,
0s conservantes, que sao adicionadas a produtos como alimentos, medicamentos e a
produtos de cosmeéticos e higiene pessoal, e que tém por funcéo prevenir ou minimizar a
degradacdo causada por micro-organismos ou processos quimicos. Como exemplo de
substancias altamente empregada como conservantes tém-se os parabenos (Halla et al.
2018).

Os parabenos sao ésteres do acido 4-hidroxibenzodico, que se diferenciam apenas
pela cadeia alquil ligada ao grupamento éster, sendo os principais compostos da classe, o
metilparabeno (MPB), etilparabeno (EPB), propilparabeno (PPB) e butilparabeno (BPB).
Esses ésteres sao amplamente empregados como conservantes em produtos cosméticos e
de higiene pessoal, seja na forma individual ou em conjunto (Lokhnauth et al. 2005). O seu
baixo custo, amplo espectro de aplicacéo, estabilidade quimica e térmica e aceitagdo das
agéncias regulatérias ao redor do mundo, explicam o amplo uso nas ultimas décadas (Soni et
al. 2005).

A atividade antimicrobiana dos parabenos esta diretamente relacionada com o
tamanho da cadeia alquil, ou seja, quanto maior a cadeia ligada ao grupamento éster, maior
a atividade antimicrobiana, entretanto, esse aumento da cadeia faz com que solubilidade
diminua. Como o crescimento microbiano se da principalmente na fase aquosa, é necessario
que os parabenos estejam dissolvidos, e como a solubilidade aumenta com a diminui¢ao da
cadeia carbonica ligada ao grupo éster, o MPB é o conservante mais utilizado comercialmente,

sendo o PPB o segundo mais empregado (Soni et al. 2005).
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Diversos estudos tém sido realizados com o objetivo de avaliar os efeitos do
parabenos no funcionamento do corpo humano (Nowak et al. 2018). Em estudo realizado in
vivo com ratos, foi demonstrado que uma exposi¢ao diaria de 62,4 mg kg' de parabenos,
pode provocar o aumento de massa da glandula adrenal, que podem levar a graves
implicagdes no equilibrio hormonal (Vo et al. 2010). Além disso, a exposi¢ao aos parabenos,
pode estar correlacionada com problemas de obesidade em adolescentes (Monteagudo et al.
2021) e diabetes tipo 2 (Li et al. 2018). Também foi comprovado que o uso de parabenos tem
implicagcdes na produgdo de horménios sexuais e alteracdo no ciclo menstrual de mulheres
jovens (Aker et al. 2016; Nishihama et al. 2016; Smarr et al. 2017). Ja no estudo realizado por
Koeppe et al. (2013), constatou-se que o uso de parabenos esta diretamente correlacionado
com a diminuicao da concentragcao de hormoénios tireoidianos.

Suas estruturas estao representadas na FIGURA 1, enquanto as propriedades fisico-

quimicas sao apresentadas na TABELA 1.

FIGURA 1 - ESTRUTURA QUIMICA DOS PARABENOS.
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FONTE: PubChem (2022).

TABELA 1 - PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DOS PARABENOS.

Massa

Férmula Solubilidade em Log
Composto CAS molecular H,0 a 25°C/ mg L"' mola|:1 pKa Koiw
/g mol
Metilparabeno
s 99-76-3  CsHsOs 2500 15215 840 1,96
Etilparabeno 120-47-8  CoH100s 885 166,18 834 247
(EPB)
Propilparabeno g, 433 G,0H1,0s 500 18020 850 304
(PPB)
B“t"(%aFEaB?e”O 94-26-8  C11H1Os 207 19423 847 357

CAS: numero de registro no banco de dados de Chemical Abstracts Service; Log kow: coeficiente de
particdo octanol/agua; pKa: constante de dissociagao acida.
FONTE: PubChem (2022).
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Os parabenos tém sido determinados em matrizes ambientais, como por exemplo,
agua e solo (O’'Malley et al. 2019; Tekin et al. 2022), e também em matrizes biolégicas como
urina, leite materno, plasma e saliva, na ordem de ng mL"' (De Oliveira et al. 2019;
Manouchehri et al. 2020; Rigkos et al. 2021; Tartaglia et al. 2019).

No que se refere as matrizes bioldgicas, como a urina se trata de uma amostra de
alta disponibilidade, que pode ser coletada de forma ndo invasiva, esta € uma matriz altamente
adequada tanto para estudos metabdlicos, quanto para estudos de monitoramento de
diversos biomarcadores, que podem refletir a exposicdo de um individuo a interferentes
enddcrinos (Randall et al. 2018).

Na literatura, em um estudo realizado por Smarr et al. (2017) a concentragao urinaria
de MPB em mulheres foi de 60,0 ug g’ creatinina, enquanto a concentragéo para homens foi
de 6,37 ug g creatinina. Tal resultado indica que as mulheres apresentam uma concentragao
urinaria cerca de 10 vezes maior que os homens, o que pode ser explicado pelo fato de que
as mulheres normalmente tém contato com uma maior variedade de produtos cosméticos em
relagdo aos homens.

Em outro trabalho, conduzido por Honda et al. (2018) a concentragdo de parabenos
na urina da populagdo adulta foi de 4,01 ng mL"" para o MPB, 0,76 ng mL"' para o EPB e 0,37
ng mL"' para o PPB. Ja em um estudo desenvolvido por Rocha et al. (2019), as concentragdes
urinarias de MPB, EPB, PPB e BPB na populagio adulta brasileira foram de 105 ng mL™"; 1,10
ng mL"; 4,04 ng mL™" e 0,56 ng mL", respectivamente, evidenciando que o MPB tem sido o
conservante mais amplamente empregado, seguido pelo PPB. Os trabalhos supracitados,
apesar de diferirem nos procedimentos de preparo de amostras, possuem como semelhanca
o emprego de técnicas cromatograficas, acopladas aos sistemas apropriados de deteccao,
para determinagdo e quantificacdo dos parabenos, conferindo a estas metodologias

detectabilidade, precisao e exatidado adequadas para o fim a que se propoe.

1.1.2 Preparo de amostras

Em diversos artigos cientificos tém sido reportados estudos para a determinacao de
parabenos utilizando as técnicas de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (GC-MS) (Azzouz et al. 2016; Pastor-Belda et al. 2018), e a cromatografia liquida
acoplada ao detector de arranjo de diodos (LC-DAD) (Alampanos ; V. et al. 2021; Rigkos et
al. 2021; Tartaglia et al. 2019). A TABELA 2 apresenta os métodos utilizados pela literatura

para a determinagado de parabenos em amostras de urina.
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TABELA 2 - METODOS PARA A DETERMINACAO DE PARABENOS EM AMOSTRAS DE URINA.

Analitos Técnica~de Técrrli_ca LOD Referéncia
extragcao analitica
MPB, EPB, iPPB, PPB, ) (Rigkos et al.
BPB, iBPB ¢ BzPB FPSE LC-DAD 0,003 g mlL 2021)
MPB, EPB, iPPB, PPB, P (Shen et al.
BPB, iBPB e HepPB DLLME LC-UV 0,1-0,4 ng mL 2017)
MPB, EPB, PPB, BPB e  (Siveraetal
o MEPS LC-MS/MS 0,01-0,1 ng mL 5050,
MPB, EPB, iPPB, PPB, A (Tartaglia et al.
BPB, iBPB e BzPB MISPE LC-DAD 0,03 g mlL 2019)
MPB, EPB, iPPB, PPB, UHPLC- P (Zhao et al.
BPB, iBPB e BzPB LLE MS/MS 0,01-0,5 ng mL 2018)
MPB, EPB, iPPB, PPB,  (Pastor-Belda
iBPB, BzPB e PhPB DMSPE GC-MS 0,09-2,01 ng mL et al. 2018)
MPB, EPB, PPBe BPB  LLE/SPE  GC-MS/MS  0,0019-0,0046 ng mL" (LZ“O?E?"
MPB, EPB, PPB, BPB e A (Bocato et al.
o VADLLME  LC-MS/MS  0,01-0,20 ng mL 5050)
MPB, EPB, PPB, BPB  MI-FPSE LC-DAD 1,05-1,80 ng mL-" (A';mggg?? et

MPB: metilparabeno; EPB: etilparabeno; PPB: propilparabeno; BPB: butilparabeno; iPPB:
isopropilparabeno; iBPB: isobutilparabeno; BzBP: benzilparabeno; HepPB: heptilparabeno; PhPB:
fenilparabeno; FSPE: Fabric phase sorptive extraction; DLLME: microextracdo liquido-liquido
dispersiva; MEPS: microextracdo em sorvente empacotado; MISPE: extragdo em fase sdlida com
impressao molecular; LLE: extragdo liquido-liquido; DMSPE: extragdo em fase solida dispersiva
magnética; SPE: extracdo em fase solida; VADLLME: extragao liquido-liquido dispersiva assistida por
vortex; MI-FSPE: magnet integrated fabric phase sorptive extraction; GC: cromatografia gasosa; LC:
cromatografia liquida; UHPLC: cromatografia liquida de ultraeficiéncia; DAD: detector de arranjo de
diodos; UV: detector de ultravioleta; MS: espectrometria de massas e MS/MS: espectrometria de
massas sequencial.

Conforme observado na TABELA 2 a maior parte das determinagdes de parabenos
em amostras de urina tém realizadas com o auxilio da cromatografia liquida. A utilizacao da
cromatografia gasosa, neste caso, apresenta alguns obstaculos, sendo um deles a
necessidade de derivatizacao dos parabenos, pelo fato de ndo serem volateis e termicamente
estaveis, o que torna o método analitico mais moroso e com maiores desvios padrao entre as
analises (Mohammadi et al. 2017; Tomsikova et al. 2012; Weiss et al. 2002).

Assim, a vantagem em trabalhar com a técnica de LC em relagdo ao GC é que nao
ha necessidade de derivatizagdo dos analitos, simplificando assim o método analitico, tanto
no que se refere ao numero de etapas (frequéncia analitica e menor desvio padrao) quanto
ao custo dos agentes derivatizantes e demais reagentes necessarios.

Porém, independentemente da técnica analitica empregada, por se tratar de
amostras complexas, tém sido de extrema importancia a aplicacdo e o desenvolvimento de
técnicas de preparo de amostras, o que contribui para a pré-concentracdo do analitos
(menores limites de quantificacdo), reducao do efeito matriz (clean-up da amostra) e menores
danos ao sistema analitico.

E sabido que o preparo de amostras consome grandes periodos de tempo e contribui

para uma maior incidéncia de erros quando comparado as demais etapas do método analitico.
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Sendo entao, a precisao e a exatidao do método altamente dependentes desta etapa (Caldas
et al. 2011, Maciel et al. 2019).

A analise cromatografica de substancias presentes em matrizes biolégicas, como,
plasma, urina, saliva, leite materno, entre outras, em geral, requer um pré-tratamento da
amostra. Dentre as justificativas, destacam-se a complexidade das matrizes bioldgicas, a
existéncia de proteinas, no caso de amostra de plasma e sangue total, que sdo incompativeis
com as colunas cromatograficas, e a concentragao das substancias a serem analisadas, a
niveis de ng mL"'. As técnicas de extragdo permitem entdo que a determinagdo dos
componentes de interesse presentes nessas matrizes se torne possivel. E como propdsito
final tem-se a obtencédo de uma fracdo da amostra original enriquecida com os compostos de
interesse, de forma que seja possivel uma separagao cromatografica livre de interferentes,
com deteccdo adequada e um tempo razoavel de analise (Queiroz et al. 2001).

De maneira geral, as técnicas mais utilizadas para extragao e/ou pré-concentragao
de compostos presentes em fluidos biolégicos sao: extracao liquido-liquido (LLE), extracao
em fase solida (SPE). Esta ultima possui certas vantagens, ja que é uma técnica simples que
permite a analise simultanea de varias amostras, seletiva, com baixo risco de contaminacao
ao analista, baixo consumo de reagentes e menor geracdo de residuos téxicos, quando
comparada a extracao liquido-liquido (Jardim 2010).

A SPE é empregada com o propodsito de isolar compostos presentes em amostras
complexas, sendo os mecanismos envolvidos na extracido, especificamente, adsorcao,
particdo, troca ibnica e exclusado, sdo similares aos empregados na cromatografia liquida
(Jardim 2010). Nessa técnica, os analitos contidos numa matriz aquosa sao extraidos,
juntamente com os compostos interferentes, apdés passarem por um cartucho contendo o
material sorvente. Um solvente seletivo é geralmente utilizado para remover os interferentes
e entdo, outro solvente orgéanico é usado para eluir as espécies de interesse (Barrionuevo et
al. 2001).

Na maioria das aplicagbées da SPE sao utilizados os cartuchos na forma de seringa de
material plastico para extracéo, porém € possivel a aplicagao de discos de extragdo nos quais
as particulas ativas sdo imobilizadas em uma matriz inerte e estavel de microfibras de
politetrafluoretileno (PTFE) ou vidro, por exemplo. Quando comparados aos cartuchos, os
discos possuem vantagens, como uma maior superficie de contato, menores riscos de
entupimento devido material particulado presente na amostra, leito mais homogéneo,
requisitar pressées menores durante a percolacdo da amostra e eluicdo, auséncia de
caminhos preferenciais, possibilidade de utilizar vazées mais altas, além de menores volumes
de eluentes na remocéo dos analitos (Jardim 2010; Ptotka-Wasylka et al. 2015). Na FIGURA

2a sao apresentados exemplos de discos e cartuchos disponiveis comercialmente.
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Independentemente do emprego da SPE na forma de cartuchos ou discos, os
procedimentos de extracdo em fase sélida normalmente envolvem as seguintes etapas: 1)
Condicionamento do sorvente com solvente adequado; 2) Extracdo dos compostos de
interesse através da percolagdao da amostra pelo sorvente; 3) Remogao dos interferentes
(clean-up) com solvente apropriado; e 4) Eluicdo dos analitos com solvente organico. Apos a
eluicdo, o extrato final obtido € geralmente concentrado para redugéo do volume da fase
organica de eluigao e, por fim, injetado no sistema cromatografico.

Na FIGURA 2b é ilustrado o processo empregado na SPE com cartucho empacotado,

entretanto as mesmas etapas sao utilizadas quando se empregam discos de extracao.

FIGURA 2 - (a) EXEMPLO DE FASE EXTRATORA DISPONIVEL COMERCIALMENTE EM FORMA
DE DISCO E CARTUCHO, RESPECTIVAMENTE E (b) ETAPAS ENVOLVIDAS NA SPE.

NH: spe carg,,
(a) Silica sPE Cartnuge

pronst =

s>

Percolagio da
amostra

& O

b) O O
i = T i
[] 1
O @

Condicionamento Lavagem Eluicao

(

O @

FONTE: (a) Select Science e Laboox e (b) A autora (2022).

Atualmente uma expressiva quantidade de fases sorventes estdo disponiveis
comercialmente. Em geral, os materiais sorventes, empregados para SPE, sao similares aos
usados em cromatografia liquida. Assim, carvao ativado, alumina, silica gel, silicato de
magnésio (Florisil®), fases quimicamente ligadas e polimeros, por exemplo, o copolimero de
estireno entrecruzado com divinilbenzeno, tém sido empregados como extratores polares. Ja
extragbes de compostos de menor polaridade sao normalmente empregados sélidos C18, C8
e C2. Além das fases que atuam em uma faixa mais ampla de polaridade, conhecidas como
as fases de balanco hidrofilico-lipofilico (HLB), e de troca ibnica (Fontanals et al. 2005; Queiroz
et al. 2001).

Entretanto, os cartuchos comerciais de SPE apresentam um custo elevado, sendo

as fases extratoras de HLB as que apresentam maior valor. Além disso, esses dispositivos
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sdo descartaveis, ou seja, utilizados para uma unica aplicagdo, o que acarreta em gastos
significativos com consumiveis e maior geracao de residuos. (Barbosa et al. 2020; Smith
2003).

Deste modo, muitos estudos vém sendo conduzidos no desenvolvimento de novas
fases extratoras, abrangendo as mais diversas areas, como a de ciéncias dos materiais,
sintese de polimeros e quimica analitica. Esses trabalhos visam desenvolver materiais mais
seletivos, com maior interacao entre analito e fase sorvente, maior estabilidade quimica e/ou
fisica, possibilidade de reuso e menor custo. Algumas dessas novas fases extratoras séo
baseadas em sorvente magnético, em polimeros molecularmente impressos (MIP) e em
materiais de acesso restrito (RAM) (Andrade-Eiroa et al. 2016). Alguns exemplos mais
recentes no desenvolvimento de novas fases extratoras, empregadas na SPE, sao
apresentados na TABELA 3.

TABELA 3 - NOVAS FASES EXTRATORAS EMPREGADAS NA EXTRAGCAO DE ANALITOS EM
AMOSTRAS BIOLOGICAS POR SPE.

Analito Matriz Fase extratora Modo SPE Tecr'u.c a Referéncia
Analitica
Sedativos Urina Nanofibras Cartucho LC-DAD (A2n02t1 ?l'

. Sorribes-
Cocaina e . VP, MAA & UHPLC- (S
diazepam Fluido oral EGDMA Cartucho MS/MS Son;(r)\;(;t al.
Bisfenol A Una  Nanocompésito 0 civa Lc-pap  (Bayatlooet

magnético al. 2022)
Parabenos Soro mg:;bg?:so Dispersiva UHPLC- (¢hang et al.
humano por P MS/MS 2021)
magnético
Leite (Adenuga et
Ftalatos materno e Biochar Dispersiva GC-FID
. al. 2020)
urina
Bisfenol e ftalatos  Urina PDVB-QPEI  Cartucho LC-DAD (H“gggze)t al.
: Plasma - . . a (Moradi et al.
p-Cresil sulfato humano Nanocompdsito  Dispersiva Fluorescéncia 2022)
2-acrilamida-2-
. Acido- (Musile et al.
Drogas Urina metilpropano Cartucho LC-MS 2018)
sulfénico
Plasma FesOs@C- . . i (Yuvali et al.
Ibuprofeno humano nanodot@GO Dispersiva LC-DAD 2020)
. . . FesO4-NHz/bio- . . (Zhang et al.
Benzodiazepnicos Urina MOF-1 Dispersiva LC-MS 2018)

MOF: estrutura metalorganica; VP: 4-vinilpiridina; MAA: &cido metacrilico; EGDMA: dimetilacrilato de
etilenoglicol; PDVB-QPEI: polidivinilbenzeno modificado com polietilenoimina e glicidil éter; GO: 6xido
de grafeno; LC: cromatografia liquida; GC: cromatografia gasosa; UHPLC: cromatografia liquida de
ultraeficiéncia; DAD: detector de arranjo de diodo; MS: espectrometria de massas, MS/MS:
espectrometria de massas sequencial e FID: detector de ionizagao de chama.

De acordo com os estudos recentes, apresentados na TABELA 3, é perceptivel a

relevancia do desenvolvimento de novas fases extratoras ou a modificacao de fases
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comerciais a fim de se obter um melhor desempenho. Ainda é possivel constatar que a maior
parte das fases desenvolvidas tem sido para aplicagdo em cartuchos e dispersiva, sendo os
discos de extracdo um campo menos explorado, apesar das vantagens supracitadas para o
mesmo.

E um dos principais interesses em desenvolver essas novas fases extratoras, além
do baixo custo e possibilidade de reutilizagdo, € o emprego em extracbes de compostos
polares presentes em matrizes complexas. Isso porque estes compostos sao dificeis de isolar
e pré-concentrar, uma vez que a baixa afinidade com a fase sorvente e a alta polaridade da
matriz da amostra, faz com que sejam facilmente perdidos durante as etapas de extracao e
clean-up. Nesse sentido, o hidrogel, material polimérico de origem natural ou sintética, tem
chamado atencdo em relagdo as suas potencialidades de aplicacdo como fase extratora
(Carlos et al. 2013).

1.1.3 Hidrogel como fase extratora

Segundo a IUPAC, o gel pode ser definido como uma rede coloidal nao fluida ou rede
polimérica que se expande ao longo de todo seu volume por um fluido. Quando esse fluido &
agua, esse material recebe o nome de hidrogel (Aleman et al. 2007). Nas ultimas duas
décadas vém crescendo de forma exponencial os trabalhos relacionados a aplicagbes deste
material, que vao desde desenvolvimento de biossensores, de 6rgaos artificiais, liberagao
controlada de farmacos, curativos e até sistemas de purificacdo de agua (Guo et al. 2020;
Wang et al. 2018; Xiong et al. 2021). Na FIGURA 3 sao apresentados exemplos desses

materiais para uso como curativos, disponiveis comercialmente.

FIGURA 3 - APLICACAO DE HIDROGEIS COMO CURATIVOS, DISPONIVEIS COMERCIALMENTE.

FONTE: Ebay (2022).

Os hidrogéis tém sido desenvolvidos como materiais de estimulos sensiveis, ou seja,
apresentam respostas as mais finas mudangas no meio que os contém, sejam mudancas
fisicas (temperatura, luz, pressao, campo magnético), quimicas (forgca ibnica, pH) ou

bioldgicas (enzimas, anticorpo/antigeno). (Brudno et al. 2015; El-Husseiny et al. 2022).
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Devido as caracteristicas supracitadas deste material, o mesmo tem mostrado
grande potencial para aplicagdo como fase extratora. Além disso, esse material conta com a
presenca de grupos hidrofilicos, como —OH, -COOH, -SOsH e —NH,, em sua rede polimérica,
o que favorece a extragao de compostos de maior polaridade, o que tém sido um desafio para
as fases comerciais. Tal caracteristica deste material, ou seja, sua hidrofilicidade, juntamente
com a capacidade de formagao de uma rede polimérica, permitem a passagem de uma grande
quantidade de agua e fluidos bioldgicos, por meio dos quais os compostos podem se difundir,
sem haver a desintegracao do material (Castilhos et al. 2017; El-Husseiny et al. 2022; Peppas
et al. 1993).

Os hidrogéis sao formados por redes poliméricas reticuladas. O reticulo dos hidrogéis
€ formado por meio de reagao de entrecruzamento, que visa unir suas cadeias poliméricas,
ou ainda, ligar suas cadeias as de outros polimeros gerando redes poliméricas hibridas (Fan
et al. 2013; Pal et al. 2009).

A reticulacao pode ocorrer de duas maneiras, a primeira € a reticulagao fisica, onde
a ocorre uma interagdo nao covalente como, por exemplo, a ligagdo de hidrogénio, ligagao
ibnica e as interacdes de dipolos e hidrofébica. Ja a segunda é a reticulagdo quimica, que se
da por meio das ligagdes covalentes, na presenca de agentes reticulantes, por exemplo, o
acido citrico e o glutaraldeido. Essa ultima fornece um hidrogel com maior estabilidade e
resisténcia mecanica quando comparada a primeira. (Caldas et al. 2011; Cui et al. 2014; EI-
Husseiny et al. 2022; Yang et al. 2022). A FIGURA 4 apresenta a estrutura geral de um
hidrogel.

FIGURA 4 - ESTRUTURA RETICULADA DO HIDROGEL

Agente Tamanho
Reticulante Paro

Reticulacédo
Quimica
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FONTE: Adaptado de Ullah et al. (2015).
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A reacao de reticulacdo tem como objetivo modificar as propriedades moleculares

dos polimeros, entre elas, estabilidade quimica e fisica, a rigidez e permeabilidade. Assim, o



31

grau de reticulagao influencia na porosidade da rede polimérica e na permeabilidade da agua,
de forma que um menor grau de reticulagdo favorece um hidrogel mais elastico e com menor
contragao da rede polimérica, favorecendo assim uma maior absor¢ao de agua pelo hidrogel,
ao passo que maior grau de reticulagdo, promove um hidrogel menos poroso e com menor
absorgao (Berger et al. 2004).

Em geral, os hidrogéis podem ser preparados a partir de polimeros de origem natural
ou sintética, sendo que ambos os casos apresentam propriedades interessantes, enquanto
os polimeros de origem natural apresentam biodegradabilidade e baixa toxicidade, os
polimeros sintéticos apresentam maior resisténcia mecanica, maior capacidade de absor¢ao
de agua e uma taxa de degradagdo mais lenta (Ahmed 2015). Sendo assim, a sintese de
hidrogéis que combinam polimeros de origem natural e sintética tem se mostrado promissor.

O poli (alcool vinilico) também conhecido com alcool polivinilico (PVOH), € um
polimero de origem sintética obtido por meio da hidrélise do acetato de polivinila, da qual a
reacao incompleta resulta em PVOH com diferentes graus de hidrdlise. Dessa forma, o PVOH
pode ser encontrado na forma altamente hidrolisado (acima de 98,5%) e parcialmente
hidrolisado (entre 80 e 98,5%) (Hassan et al. 2000) . Devido aos grupamentos —OH presentes
em sua estrutura (FIGURA 5), o PVOH é um polimero altamente hidrofilico (Gaaz et al. 2015).
Assim, as vantagens apresentadas por esse polimero sao a alta solubilidade em agua, facil
preparacao, capacidade de formacao de filmes, estabilidade mecanica e resisténcia quimica,
assim como a capacidade de formar géis através do entrecruzamento de suas cadeias com
uma infinidade de agentes reticulantes, como por exemplo, o glutaraldeido e os acidos citrico,
maleico e borico (Attaran 2013; Bolto et al. 2009).

Entretanto, a utilizacao apenas de PVOH na sintese dos hidrogéis, acaba por formar
materiais soluveis em agua, pouco elasticos e com estrutura muito rigida. Dessa maneira,
tem-se incorporado polimeros naturais a estrutura dos hidrogéis, como a pectina e o alginato
por exemplo, de modo a se obter melhores propriedades mecéanicas destes materiais (Gaaz
et al. 2015; Kamoun et al. 2015).

A pectina € um polissacarideo encontrado na parede celular de plantas superiores
como laranjeiras e macieiras. O esqueleto péctico é primariamente um homopolimero de acido
galacturénico ligado em a(1—4), com grau variavel de grupos carboxilas metil esterificados,
dependendo do seu grau de metoxilagdo. A pectina pode ser classificada como de alta
metoxilagdo (HM), com percentual de grupamentos esterificados na cadeia superior a 50%,
porém na pratica apresenta-se entre 50 e 75%, ou de baixa metoxilagdo (LM), com grau de
esterificagao inferior a 50% (Canteri et al. 2012). A pectina € um polimero biodegradavel, de
baixo custo, além da capacidade de formar hidrogéis com alta estabilidade mecanica. (Thakur
et al. 2019).
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O alginato por sua vez é um polissacarideo linear, de origem natural, encontrado
principalmente na parede celular de algas marinhas marrons (Draget et al. 1997). Sua
estrutura é constituida por residuos dos mondémeros, a-L-gulurénico e 3-D-manurénico. Entre
suas principais caracteristicas esta a capacidade de formar hidrogéis termoestaveis e na
presenca de ions metalicos bivalentes, como o célcio (Donati et al. 2005).

A FIGURA 5 traz as estruturas possiveis dos polimeros utilizados nesse trabalho:

PVOH altamente hidrolisado, alginato e pectina.

FIGURA 5 - POSSIVEIS ESTRUTURAS DOS POLIMEROS PVOH ALTAMENTE HIDROLISADO,
PECTINA E ALGINATO
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FONTE: PubChem (2022).

Apesar das inumeras vantagens apresentadas pelos hidrogéis, sua aplicagdo como
fase extratora é relativamente recente, sendo uma das primeiras publicacdes do final dos anos
1990, onde Min et al. (1998) desenvolveram um hidrogel de alginato para a remocao de
arsénio em amostras de agua. Ademais, as pesquisas nessa area sao ainda pouco
exploradas, e observa-se uma insuficiéncia de trabalhos relatados na literatura para essa
aplicacao. Alguns dos trabalhos mais recentes estao apresentados na TABELA 4.

Nesse sentido, destaca-se o trabalho de Basheer e colaboradores (2005), que
desenvolveram um método de microextragcdo em fibra oca revestida com hidrogel de
polimetilmacrilato dihidroxilado para a determinagéo de interferentes endécrinos em amostras
de agua de torneira por GC-MS. Os autores do trabalho alcangcaram limites de deteccao de
0,03 a 0,8 ng L™ e coeficientes de variagado de 3% a 7%. A faixa de linearidade foi de 0,025 a
10 ug L e alcangaram um coeficiente de determinagéo (R?) de 0,997.

Os trabalhos desenvolvidos por Castilhos et al. (2017), Sampaio et al. (2019) e
Guzella et al. (2022), apresentados na TABELA 4, merecem destaque em razao de terem sido
desenvolvidos no mesmo grupo de pesquisa do presente trabalho. O dispositivo desenvolvido
pela primeira autora, uma fibra de polipropileno revestida com hidrogel de alginato/zeina,
utilizando a técnica de SPME, demonstrou viabilidade para extracdo de contaminantes de
preocupagdo emergente em matrizes aquosas, obtendo LOD de 0,05 — 0,05 ug L' e

linearidade, com R? superior a 0,99, para a faixa de concentragédo de 0,1 - 100 yg L. Ja o
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dispositivo desenvolvido pela segunda autora, um disco de hidrogel de PVOH/pectina para
aplicagdo em SPE, foi utilizado para a extragdo de hormdnios em matrizes aquosas,
alcangando LOD de 0,15 — 0,30 pg L™ e valores de desvio padrao relativo (RSD) entre 0,5 —
12,3 %. Para os dois dispositivos desenvolvidos foi possivel a extragdo de compostos de
diferentes polaridades em meio aquoso e aplicagdo em matrizes reais, como agua de rios,
além disso, sao materiais que apresentam baixo custo e a possibilidade de reuso (a0 menos
10 vezes).

Ja o trabalho mais recente, de Guzella et al. (2022), uma fibra de polipropileno
revestida com hidrogel de alginato, com aplicagdo na SPME, foi utilizada para a extracao de
farmacos antidepressivos em plasma humano, e apresentou-se como dispositivo simples e
barato, entretanto, a maior vantagem é que este agiu ndo s6 como fase extratora, mas
também como um material de acesso restrito (RAM), promovendo a excluséo de proteinas
plasmaticas. Este fato propiciou a possibilidade da eliminagcao da etapa de precipitagao de
proteinas, indicando o potencial uso da fase/dispositivo para fins quantitativos na extracao
dos farmacos em matrizes biolégicas. Os dispositivos desenvolvidos pelas autoras estao
apresentados na FIGURA 6.

FIGURA 6 - (a) FIBRA DE POLIPROPILENO REVESTIDA COM HIDROGEL DE ALGINATO/ZEINA,
(b) DISCOS DE HIDROGEL DE PVOH/PECTINA E (c) FIBRA DE POLIPROPILENO REVESTIDA
COM HIDROGEL DE ALGINATO.

(b)

FONTE: (a) (Castilhos et al. (2017), (b) Sampaio et al. (2019) e (c) Guzella et al. (2022).
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Técnica Hidrogel Analitos Matriz LOQ Referéncia
S (Gonzalez-
pH-_ Poli(estireno-co- HPA e Urina 0,03 g L Martin et al.
HGME anidro)maleico alquilfenol
2020)
. Fluoxetina e Plasma (Guzella et
SPME Alginato norfluoxetina humano i al. 2022)
. . (Oztiirk Er et
-1
SPME Quitosana Cédmio Plantas 0,68 ug L al. 2018)
K t al.
FPSE Celulose Pesticidas Vegetais ~ 011-040ngg azlgé)a
. Aguas de 4 (Rozaini et
MMMM Agarose Sulfonamidas abastecimento 0,20- 0,56 pg L al. 2019)
. Suco, agua e (Wang et al.
2+ -1
SPE LDH/Alginato Pb licor 1,31 pug L 2018)
. ] . Aguas § (Castilhos et
SPME Alginato/zeina Horménios Superficiais 50,0ng L al. 2017)
. L Agua (Sampaio et
|_-1
SPE PVOH/pectina Hormonios Superficiais 0,50 pg al. 2019)
PC- Interferentes Agua de 4 (Basheer et
HFME DHPMM enddcrinos torneira 0.1-27nglL al. 2005)
. Agua, cha e p (Orachorn et
DSPE Alginato Ftalatos SUCo 10-15pug L al. 2021)
. . (Huang et al.
SPE PVOH Rodamina B Pimenta - 2020)

pH-HGME: microextracdo com hidrogel sensivel ao pH; HPA: hidrocarboneto policiclico aromatico;
FPSE: Fabric phase sorptive extraction; MMMM: microextragdo de membrana matricial mista; SPME:
microextragdo em fase soélida; SPE: extracao em fase solida; LDH: hidréxido duplo em camada;
DSPE: microextragdo em fase sélida dispersiva; PC-HFME: microextragdo em fibra oca revestida com
polimero; DHPMM: polimetilmacrilato dihidroxilado.

Conforme apresentado na TABELA 4, os hidrogéis utilizados como fase extratora tém
permitido a determinagao de diversos compostos, em concentragdes da ordem de ug L. Além
disso, esses materiais podem ser aplicados para uma série de matrizes, entre elas,
alimentares, bioldégicas e ambientais, utilizando para isso as mais diversas técnicas de
extracgao.

Por outro lado, embora o hidrogel apresente inumeras vantagens, como citado
anteriormente, a exemplo de sofrer grandes alteracbes mesmo a pequenos estimulos, ndo ha
muitos trabalhos publicados envolvendo esses materiais como fase sorvente, em

especialmente para aplicagdo em matrizes bioldgicas, assim como na determinacdo de
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interferentes endocrinos, como os parabenos. Uma razdo para justificar tal caréncia, se da
pelo fato de se tratar de um estudo relativamente recente. Sendo assim, estes resultados
abrem um horizonte para uma maior compreensao e avaliacdo destes materiais, puros ou
modificados quimicamente, como fase extratora de diferentes analitos em fluidos bioldgicos,

como a urina, por exemplo.
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2 OBJETIVOS GERAIS E ESPECIFICOS

2.1 OBJETIVO GERAL:

Desenvolver uma fase extratora baseada em gel para extragao via SPE, no formato
de disco, e determinacgao por LC-DAD dos compostos MPB, EPB, PPB e BPB em amostras

de urina humana.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

a) Desenvolvimento dos discos de extragdo baseados em hidrogéis de PVOH/pectina e
PVOH/alginato;

b) Avaliacéo dos hidrogéis de PVOH/pectina e PVOH/alginato como fase extratora;

c) Caracterizagao fisico-quimica do material proposto;

d) Otimizagao das variaveis envolvidas no processo SPE;

e) Avaliagdo dos parametros de mérito e aplicagdo da metodologia desenvolvida na

determinacgao dos parabenos em amostras de urina humana.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS E REAGENTES

Os padroes de alta pureza 299,0%, dos analitos metilparabeno, etilparabeno,
propilparabeno e butilparabeno, assim como, os padrdes de propanil, clorpirifés, atrazina,
dietilbestrol, alacloro, carbaril, acido cinanico, carbaril e fenantreno, foram todos fornecidos
pela Sigma-Aldrich®.

Os solventes de grau HPLC empregados foram acetonitrila (ACN) e metanol (MeOH),
fornecidos pela Biograde®. Utilizou-se agua ultrapura com resistividade controlada em 18,2
MQ cm, purificada pelo sistema Millipore-Simplicity UV (Bedford, MA, USA).

Para a obtengédo das solugbes tampao, utilizadas na composi¢cao da fase movel,
empregou-se acido fosfoérico (HzPO4) e dihidrogenofosfato de potassio (KH2PO,), fornecidos
pela J. T. Baker® e monohidrogenofosfato de potassio (K.HPO4), fornecido pela Vetec®.

Os polimeros usados na sintese dos hidrogéis foram alcool polivinilico (PVOH)
(>99% hidrolisado, MM: 89.000 - 98.000 g mol ™), alginato de sddio, ambos fornecidos pela
Sigma-Aldrich®, e pectina citrica, que foi adquirida no Mercado Municipal da cidade de
Curitiba-PR. Ja o agente reticulante, o acido citrico anidro (CsHsO7), foi fornecido pela

Qhemis®.

3.2 LIMPEZA DE VIDRARIAS

Para a limpeza das vidrarias, estas foram enxaguadas com agua de torneira, entdo
colocadas em banho de &cido nitrico (10% v/v) por um periodo minimo de 12 h, sendo em
seguida enxaguadas novamente com agua da torneira, seguido por banho ultrassénico com
agua destilada e agua ultrapura. As vidrarias volumétricas foram secas ao ar, enquanto as

demais secas em estufa.

3.3 EQUIPAMENTOS

Para as pesagens utilizou-se uma balanga analitica digital Mettler Toledo®
(XS205DU) com precisao de 0,01 mg. O ajuste do pH da fase mével foi efetuado com o auxilio
de um pHmetro Orion 3-star (Thermo Scientific®), utilizando, para isso, solugdes de base e
acido forte, NaOH e HCI, na concentragédo de 0,01 mol L. As dispersdes poliméricas foram
preparadas em chapa de aquecimento com agitagdo magnética da marca IKA® (C-MAG HS7).

A liofilizacdo da pectina citrica comercial purificada ocorreu em um liofilizador L101

(Liobras®). A extragdes foram realizadas com o auxilio do sistema manifold Visiprep
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(Supelco®). Para a percolagéo da amostra e solvente pelo material extrator e para a secagem
do mesmo, foi utilizado a bomba de vacuo Tecnal® (TE-0581). Ja os extratos obtidos na etapa
final do processo SPE, foram secos em concentrador a vacuo da marca Christ® (AVC 2-18
CD).

Para as determinagdes cromatograficas foi utilizado um cromatografo a liquido,
marca Varian®, modelo LC920, equipado com injetor Rheodyne (com loop de 20,0 pL) e

detector de arranjo de diodos (DAD).

3.4 METODOLOGIA

3.4.1 Preparo das solucbes de padroes

As solugdes estoque de cada analito e do padrao interno (Pl), foram preparadas de
forma individual pela dissolugdo dos padrdes de alta pureza em metanol (grau HPLC),
resultando em concentragdes de 1,0 g L. A partir das solugbes estoque, foram preparadas
solugdes mix de trabalho, contendo os quatro analitos, na concentragdo de 100,0 e 10,0 pg
mL™", e uma solugéo de trabalho do Pl na concentragéo de 100,0 yg mL™". O armazenamento
de tais solucgbes foi feito ao abrigo da luz a -20 °C. As solug¢des na concentracédo de 1,0 ug
mL™", empregadas na etapa de otimizagdo cromatografica, foram preparadas diariamente por

diluicdes da solugao mix em fase mével.

3.4.2 Otimizacao da separacao cromatografica

Para a etapa de otimizacdo cromatogréafica, foi empregada coluna Varian® de
octadecilsilano (C18 — 5 uym, 150 mm x 4,6 mm), com pré coluna de fase estacionaria similar.
As analises foram realizadas em temperatura ambiente, o volume de injegao foi de 50 uL e
monitorado o comprimento de onda de 254 nm para os quatro analitos. As condi¢cdes
cromatograficas, como composicado da fase movel (obtidas através da combinagdo dos
solventes ACN, agua e solucao tampéao fosfato) e vazao foram otimizadas, todos os ensaios

foram avaliados no modo isocratico, conforme mostrado na TABELA 5.
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TABELA 5 - COMPOSICAO E VAZAO DE FASE MOVEL AVALIADAS.

ACN H.0 (pH 7,0) pH 3,0 pH 6,0 Vazédo (mL min")
60% 40% - - 1,0
55% 45% - - 1,0
50% 50% - - 1,0
40% 60% - - 1,0
55% 45% - - 0,8
60% - 40% - 1,0
50% - 50% - 1,0
40% - 60% - 1,0
60% - - 40% 1,0
55% - - 45% 1,0
50% - - 50% 1,0
40% - - 60% 1,0

Para o preparo da solugdo tampao pH 3,0 na concentragéo de 10,0 mmol L™, foram
utilizados o acido HzPO4 e o sal KH2PO4. Ja para o preparo da solugao tampéo pH 6,0 na
concentragdo de 10,0 mmol L, foram utilizados os sais K;HPO4 e KH2PO4. Essas solugdes
foram previamente filtradas antes da utilizacdo no sistema cromatografico, para isso foi
utilizada a membrana de nitrato de celulose (0,45 um, 47 mm Sartorius®). Todos os solventes
empregados na separagao cromatografica foram desgaseificados em banho ultrassénico por
30 minutos.

A selecao da condicdo de compromisso foi baseada na analise dos parametros
cromatograficos como: fator de retencéo (k), fator de seletividade (a), resolugao (Rs) e nimero
de pratos tedricos (N), para todos os analitos no comprimento de onda de 254 nm.

As formulas empregadas para esses calculos estdo apresentadas na TABELA 6.

TABELA 6 - FORMULAS PARA DETERMINACAO DOS PARAMETROS CROMATOGRAFICOS.

Fator de Numero de pratos
Fator de retencao (k) Resolugao (Rs) o
seletividade (a) teoricos (N)
t —tm k 2.0t ) — t, (x tr\2
k=(t—> Lok Rz 2~ & @) N=16.(_r)
m ky wp (¥) + wy (%) Wp

tr: Tempo de retengao; tm: Tempo morto; we: largura da base do pico; kx e ky: fator de retengéo para
dois picos adjacentes.

3.4.3 Preparo da fase extratora

3.4.3.1 Purificagcao da pectina
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A pectina citrica comercial precisou ser purificada por meio do processo de dialise,
empregando-se membrana de celulose regenerada com MWCO (Molecular weight cut off) de
12 a 14 kDa (Spectra/Por®). Para isso, uma dispersdo em agua ultrapura de pectina 10 %
(m/v), foi acondicionada no interior da membrana de celulose regenerada, e esta, por sua vez,
foi imersa em um banho de agua destilada. A dialise ocorreu durante um periodo de 3 dias,
no qual trocou-se a agua destilada 4 vezes ao dia. Apos esse processo a dispersao de pectina

foi liofilizada por um periodo de 5 dias, e entdo armazenada a temperatura ambiente.

3.4.3.2 Preparo das dispersdes de polimeros

As dispersdes dos polimeros empregados neste trabalho sdo descritas a seguir:

- Alcool polivinilico: foram preparadas as dispersdes de PVOH, nas concentragdes 10%, 15%
e 20% (m/v), pela dissolugdo do polimero em agua ultrapura. Para a solubilizagédo do PVOH
foi empregado aquecimento (~95 °C) e agitagdo magnética durante 2 horas.

- Alginato: foram preparadas as dispersdes de alginato, na concentracao de 2,0% (m/v), pela
dissolugao do polimero em agua ultrapura, sob agitagdo magnética durante um periodo de 2
horas.

- Pectina dialisada: foram preparadas as dispersdes de pectina, na concentragdo de 1,0%;
1,3%; 1,5%; 2,0%; 2,7% e 3,0% (m/v), pela dissolugdo do polimero em agua ultrapura, sob

agitacao magnética durante um periodo de 2 horas.

3.4.3.3 Preparo dos discos de hidrogel

A sintese dos discos de hidrogel, foram realizadas com base no trabalho de Sampaio
et al. (2019), onde foram preparados discos de hidrogel em diferentes propor¢gdes e massas
de PVOH e pectina, reticulados com &acido citrico. Para isto, foi preparada uma disperséo na
propor¢ao 1:1 (m/m) da dispersédo de PVOH com a dispersdo de um dos polimeros naturais
(pectina ou alginato). Essa nova dispersao ficou sob agitagdo magnética por 30 minutos, em
seguida, adicionou-se uma quantidade de acido citrico que correspondia a 10% da massa
total dos polimeros. Para que houvesse a solubilizagéo do acido citrico, empregou-se agitagao
por 10 minutos.

Em seguida, aproximadamente 1,0 g da disperséo foi transferida para um béquer de
10 mL, que serviu como molde para os discos. Esses géis foram entao transferidos para estufa
a 60 °C por um periodo de 15 h, para reticulacido e secagem do mesmo. Apdés esse periodo
os hidrogéis foram retirados dos moldes e cortados, para que ficassem do tamanho apropriado

para o acoplamento ao dispositivo de extracdo. A FIGURA 7 apresenta um esquema
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detalhado para a sintese dos hidrogéis de PVOH/pectina. Os hidrogéis de PVOH/alginato

seguem o0 mesmo esquema de preparo, apenas com a substituicdo da pectina por alginato.

FIGURA 7 - ROTA DE SINTESE DOS HIDROGEIS DE PVOH/PECTINA.,

PYOR * 20 Pectina + H,0 Di 30 PVOH + Di o Pectina 1:1 (m/! Adigio cid i 10%
Agitagdo (2 h) Agitagio (2 h) ispersdo + Dispersdo Pectina 1:1 (m/m) icdo acido citrico (10%)

Aquecimento (95 °C) Agitacdo (30 min) Agitagdo (10 min)

Fonte: A autora (2022).

Os discos de hidrogel foram sintetizados avaliando-se: dois diferentes polimeros
naturais (alginato e pectina), a concentragcao das dispersdes de polimeros utilizadas e também
a proporcao entre os polimeros. Na TABELA 7 estao apresentadas as dispersdes empregadas

na sintese de cada gel, assim como, a propor¢ao entre os polimeros.

TABELA 7 - COMPOSICAO DOS DISCOS DE HIDROGEL AVALIADOS.

Identificagdo do disco de Proporcao entre os
Dispersao dos polimeros (m/v)
extragcédo polimeros (m/m)
P10PC3,0 PVOH 10% Pectina 3,0% 3,3:1
P15PC3,0 PVOH 15% Pectina 3,0% 5,0:1
P10PC1,3 PVOH 10% Pectina 1,3% 7,5:1
P15PC2,0 PVOH 15% Pectina 2,0% 7,5:1
P20PC2,7 PVOH 20% Pectina 2,7% 7,51
P10PC1,0 PVOH 10% Pectina 1,0% 10:1
P15PC1,5 PVOH 15% Pectina 1,5% 10:1
P20PC2,0 PVOH 20% Pectina 2,0% 10:1
P15AL2,0 PVOH 15% Alginato 2,0% 7,5:1

3.4.4 Extracao dos analitos
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Os discos de hidrogel, previamente obtidos, foram avaliados como fase extratora
para os compostos estudados (MPB, EPB, PPB e BPB). Para testes iniciais utilizou-se agua
ultrapura como matriz, isso porque a urina € composta majoritariamente por agua, cerca de
95% (Rose et al. 2015).

Os testes iniciais foram realizados avaliando-se diferentes proporgdes entre os
polimeros PVOH e pectina, assim como a substituicdo da pectina pelo alginato. Para isso
amostras de agua ultrapura, enriquecida com os analitos na concentragédo de 1,0 yg mL" e
5,0 ug mL™", foram empregadas.

Como dispositivos de extragao utilizou-se suportes reutilizaveis de policarbonato para
filtro de membrana, denominados holder, para ser acoplado em seringa, com didametro de 25
mm, dentro dos quais eram dispostos os discos extragdo. Com o disco de extragcédo dentro do
suporte, era colocado sobre o mesmo um anel de vedagdo (o-ring), de forma a evitar
vazamento da amostra. Para o processo de extracao fez-se o uso de um sistema manifold,
onde os dispositivos de extragao foram posicionados e aos quais se acoplou uma seringa de
20 mL sem o embolo para que se pudesse verter a amostra. Na FIGURA 8 é apresentado o

dispositivo empregado juntamente com o sistema manifold.

FIGURA 8 - DISPOSITIVO DE EXTRACAO (a) FECHADO, (b) ABERTO E (c) SISTEMA MANIFOLD.
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FONTE: A autora (2022).

Os discos de hidrogel, devidamente cortados e dispostos no suporte de filtro de
seringa, foram hidratados pela percolagédo de 10,0 mL de agua ultrapura, com o auxilio de um
embolo de seringa. A hidratacao prévia, antes do acoplamento ao sistema manifold, tem como

objetivo facilitar a visualizagdo de vazamentos. Em seguida, o dispositivo foi acoplado ao
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sistema manifold, onde foram percolados 20,0 mL de uma mistura H.O:metanol 1:1 (v/v)
seguidos de 20,0 mL de agua ultrapura, para condicionamento do disco.

A extracdo consistiu da percolagdo de 10,0 mL de agua ultrapura enriquecida com
0s analitos, nas concentragdes supracitadas. Em seguida ocorreu a secagem do hidrogel por
30 minutos. A dessorcao dos analitos ocorreu pela percolagao de 1,0 mL de metanol através
do disco de extragdo. O extrato entdo obtido foi analisado por LC-DAD, de acordo com o
método previamente estabelecido. Todo o procedimento de extracdo, desde a etapa de
condicionamento até a etapa de elui¢gao, ocorreu com auxilio de vacuo, a uma pressao de 5

mmHg. Um esquema com as etapas do processo esta representado na FIGURA 9.

FIGURA 9 - ETAPAS EMPREGADAS NA EXTRACAO DOS ANALITOS.

CONDICIONAMENTO ELUICAO
— = T L=

= = s ==

20 mL H,0/MeOH 1:1 (v/v)  H,0 enriquecida com os
20mL H,0 analitos

Secagem a vacuo Eluigdo com metanol

FONTE: A autora (2022).

As extracdes em replicatas, de cada um dos hidrogéis estudados, foram realizadas
utilizando-se 0 mesmo hidrogel. Assim, entre cada replicata era realizada uma etapa de
limpeza do hidrogel, de modo a evitar o efeito de memoaria. A etapa de limpeza consistia na
percolagao de 20,0 mL de H.O:metanol 1:1 (v/v), seguidos de 20,0 mL de agua ultrapura.
Apds o processo de limpeza, iniciava-se uma nova extragao de amostra de agua enriquecida

com os analitos, de acordo com o descrito anteriormente.
3.4.5 Caracterizagao da fase extratora

Apos a sintese da fase extratora, a mesma foi submetida a uma caracterizagao fisico-
quimica a partir de ensaios de grau de intumescimento e estudo de perda de agua, com base
no trabalho de Sampaio et al. (2019). Ambas foram realizadas em friplicata e a temperatura

ambiente.

3.4.5.1 Grau de intumescimento
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Para avaliar o grau de intumescimento, o hidrogel foi submerso em 30 mL em agua
ultrapura. Entdo a cada 30 minutos, mediu-se a massa dos hidrogéis intumescidos, para isso
0 excesso de agua foi removido com papel absorvente. Esse procedimento foi avaliado por
um periodo de 180 minutos. O grau de intumescimento do gel foi calculado de acordo com a
EQUACAO 1.

(%) =% v 100 (1)

My

Onde:
| — grau de intumescimento;
M; — massa do gel intumescido apés um periodo de tempo (t);

M, — massa inicial do gel.
3.4.5.2 Perda de agua

Para o estudo de perda de agua, o hidrogel ficou submerso em 30 mL de agua de
um dia para o outro, garantindo assim que atingisse o equilibrio de intumescimento. Entéo,
monitorou-se a variagdo de massa do hidrogel por 240 min, com intervalos de 30 min e

calculou-se o percentual de perda de agua, com base na EQUACAO 2.

Meq — M¢

PA (%) =

x 100 (2)

eq
Onde:

PA — teor de perda de agua;

Meq — massa do gel hidratado no equilibrio;

M; — massa do gel apés um periodo de tempo (t);

3.4.5.3 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A analise morfologica da fase extratora sintetizada foi embasada em trabalhos
anteriormente desenvolvidos no mesmo grupo de pesquisa (CroMe). O estudo foi
fundamentado no trabalho desenvolvido por (Sampaio et al. 2019), onde os discos de hidrogel
foram secos com nitrogénio liquido e em seguida, fraturados. Por se tratar de um material ndo
condutor é necessario a deposi¢cdo de uma fina camada de ouro sobre sua superficie. As
analises no trabalho supraindicado foram observadas por um microscopio eletrénico de
varredura modelo JSM-6360LV (JOEL®), operando em 10 kV.
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3.4.6 Selecao do padrao interno

Para a selecao do PI, foram testados diferentes compostos disponiveis no laboratério
onde o presente trabalho foi desenvolvido. Assim, os padrdes avaliados foram:
dietilestilbestrol, carbaril, acido cindmico, propanil e atrazina. Para isso, foram preparadas
solugbes em fase mdvel, de cada um dos compostos, na concentragdo de 1,0 ug mL™. As
analises ocorreram de acordo com o método estabelecido anteriormente para os parabenos,
com ressalva no comprimento de onda monitorado. A TABELA 8 apresenta os comprimentos
de onda de maxima absorcdo de cada um dos compostos, comprimentos esses entdo

monitorados no DAD.

TABELA 8 - COMPRIMENTOS DE ONDA DE MAXIMA ABSORCAO.

Composto Comprimento de onda (nm)
Acido cinamico (CNA) 205 e 272

Atrazina (ATZ) 222

Carbaril (CBR) 290
Dietilestilbestrol (DES) 245

Propanil (PPN) 258

FONTE: PubChem (2022).

3.4.7 Extracao do padréao interno

Foi avaliado entao o disco de hidrogel, previamente selecionado, como fase extratora
para o PIl. Desse modo, utilizou-se agua ultrapura enriquecida com o analito na concentragao
de 2,0 ug mL™, a extragao foi realizada em triplicata com o mesmo hidrogel, de acordo com o
item 3.4.4.

3.4.8 Otimizacao do processo SPE

3.4.8.1 Extracao

Realizou-se um estudo da otimizacao das variaveis envolvidas na SPE, a fim de
definir as condi¢cdes de compromisso a serem empregadas nas etapas posteriores. Para esse
fim, foram empregados 2 planejamentos fatoriais, um planejamento 23, envolvendo os
parametros pH, vazdo e volume de amostra, e um planejamento 24 envolvendo os parametros
pH, teor de NaCl, vazao e volume de amostra. Ambos os planejamentos foram realizados com
a triplicata do ponto central. Os planejamentos foram executados de acordo com o descrito
por Neto et al. (2001).
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As condi¢cdes empregadas em cada planejamento fatorial, em relacdo aos niveis
inferiores (-1), superiores (+1) e o ponto central (0), estdo apresentadas na TABELAS 9 e
TABELA 10.

TABELA 9 - CONDICOES AVALIADAS NO PLANEJAMENTO FATORIAL 24,

Niveis
Variaveis
(-) 0 (+)
% NaCl 0,0 10,0 20,0
pH 3,0 5,0 7,0
Vazao (mL min") 1,0 2,0 3,0
Volume (mL) 10,0 20,0 30,0

TABELA 10 - CONDICOES AVALIADAS NO PLANEJAMENTO FATORIAL 23,

Niveis
Variaveis
() 0 (+)
pH 3,0 5,0 7,0
Vazao (mL min-") 1,0 2,0 3,0
Volume (mL) 10,0 20,0 30,0

Para a etapa de otimizagcdo, amostras de agua ultrapura pura enriquecida com
analitos e Pl, ambos na concentragdo de 1,0 ug mL™", foram empregadas. O procedimento de
extragao ocorreu conforme descrito no item 3.3.4, exceto que ndo houve reutilizagéo do gel,

ou seja, para cada condigao do planejamento foi utilizado um hidrogel diferente.

3.4.8.2 Eluicao

Tendo selecionado as condicbes de compromisso para a extracao, foi realizada a
otimizacao da eluicdo dos analitos, de forma univariada. Nessa etapa foi avaliado o numero
de eluicdes, assim como o modo de eluigcao direta ou em etapas. O solvente utilizado durante
todo o processo foi metanol (grau HPLC).

Para isso, foram empregadas amostras de agua ultrapura enriquecida com os
analitos e Pl na concentragao de 1,0 yg mL™.

Primeiramente, avaliou-se o numero de eluicbes. Assim, apés o procedimento de
extragdo, eluiu-se os analitos com 6 adicbes de metanol, de 1,0 mL cada. Cada um dos

extratos foi coletado separadamente e analisado por LC-DAD.
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Em seguida, realizou-se uma comparacao entre a eluicdo em etapas e a eluigdo
direta, ou seja, a adicdo de uma so6 vez de 4,0 e 5,0 mL de metanol. Nessa etapa, os extratos
obtidos de 4,0 e 5,0 mL, foram secos em concentrador, com temperatura de 55 °C por periodo
de 2h, e reconstituidos em 1,0 mL de metanol, e posteriormente analisados. Ambas as
eluicdes, em etapas ou direta, foram avaliadas em ftriplicata, utilizando-se um hidrogel

diferente para cada replicata.

3.4.9 Ensaio com urina humana

A utilizagdo de urina humana para o desenvolvimento deste trabalho foi aprovada
pelo Comité de Etica em Pesquisas do Setor da Saude da UFPR, o qual esta apresentado no
ANEXO 1.

Os voluntarios foram convidados para realizar a doag¢ao da urina, onde cada um
recebeu o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), onde foram detalhados os
objetivos da pesquisa e o modo de coleta do material biolégico.

Assim, cada voluntario recebeu um frasco ambar de 3,3 L onde deveriam realizar a
coleta do fluido por um periodo de 24 h, ou seja, a primeira urina do dia até a primeira coleta
do dia seguinte. Entre os intervalos da coleta o frasco deveria ser armazenado sob
refrigeracdo a 4 °C. Os participantes da pesquisa realizaram a entrega do frasco para a
pesquisadora responsavel no laboratério de Cromatografia e Técnicas de Microextragao
(CroMe). As amostras foram entdo codificadas e fracionadas, em seguida, armazenadas a -
18 °C até o momento do uso, no qual foram entdo descongeladas a temperatura ambiente.

Inicialmente, foi realizado um ensaio com 5 urinas humanas distintas, para verificar
se essas urinas poderiam ser utilizadas como prova em branco para os analitos (MPB, EPB,
PPB e BPB) e Pl (ATZ).

Assim, para a extragéo, 30,0 mL de amostra de cada um dos voluntarios foi ajustada
para pH 3,0, conforme determinado na etapa de otimizagdo item 3.4.8.1. Em seguida,
percolou-se a amostra pelo hidrogel com vazéo de 1,0 mL min™', apos a secagem do hidrogel,
por 30 minutos, fez-se a eluicdo com 5 adicbes de metanol de 1,0 mL cada, o extrato obtido
foi entdo seco em concentrador e reconstituido com fase movel para 1,0 mL. Por fim, os
extratos finais foram analisados por LC-DAD.

As amostras eram provenientes de doadores de diferentes géneros, masculino e

feminino, e diferentes idades, com faixa de 18 - 55 anos.

3.4.10 Reutilizagdo da fase extratora
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A capacidade de reutilizacdo da fase extratora baseada em gel foi avaliada. Para
esse fim, um mesmo disco de hidrogel foi submetido a quinze extracbes consecutivas,
realizadas em dois dias consecutivos.

Assim, amostras provenientes de um pool de urina humana, previamente
determinadas como prova em branco, foram fortificadas com 1,0 ug mL™" dos analitos e PI. A
extragcao e determinagao dos analitos se deu conforme descrito no item 3.4.9. Entre cada uma
das extracdes foi realizada a etapa de limpeza com 20,0 mL de H>O:metanol 1:1 (v/v) seguidos
de 20,0 mL de agua ultrapura, para evitar o efeito de memdéria. Como as extragdes foram
conduzidas em dias diferentes, o dispositivo de extragao contendo o disco de hidrogel foi

armazenado submerso em agua ultrapura a 4 °C.

3.4.11 Avaliacao dos parametros de mérito

A avaliacdo dos parametros de mérito como estabilidade, linearidade, limite inferior
de quantificacdo (LLOQ — Lower Limit of Quantification), limite de detecgéo (LOD — Limit of
Detection), precisao, exatidao, repetibilidade e reprodutibilidade, foram avaliados de acordo
com as orientagdes do Bioanalitycal Method Validation (FDA, 2018) e Validacao de Métodos
Analiticos e Bionaliticos (ANVISA, 2017).

3.4.11.1 Estabilidade

O parametro de estabilidade de parabenos, tanto em fluidos biolégicos, quanto em
solvente, ja esta bem consolidado na literatura. Desse modo, foi realizada uma revisao a
respeito desses valores.

A estabilidade dos quatro analitos em metanol é de dois meses com armazenamento
a 4 °C (Rigkos et al. 2021), e de seis meses quando armazenada a -20 °C (Martin-Pozo et al.
2021; Van Overmeire et al. 2019). Assim, o periodo maximo estabelecido para o
armazenamento das solugbes supracitadas foi seis meses a -20 °C.

Ja a estabilidade dos parabenos na matriz de trabalho, ou seja, em urina, foi avaliada
no trabalho conduzido por Tartaglia et al. (2019), onde os autores analisaram a estabilidade
a longo prazo (40 dias) em trés condigbes de temperatura, sendo elas, temperatura ambiente,
refrigeracdo a 4 °C e congelamento a -20 °C, e os parabenos apresentaram estabilidade em
matriz, em todas as condicbes supracitadas. No trabalho desenvolvido por Zhou et al. (2014),
foi avaliado a estabilidade dos analitos em amostras de urina, armazenadas por um periodo
de seis meses e submetidas a varios ciclos de congelamento e descongelamento, e os
analitos ndo sofreram degradacao. Ha ainda relatos na literatura que os analitos apresentam

estabilidade em urina de até 30 meses, quando armazenados a -70 °C (Calafat et al. 2009).



49

Esses estudos demonstram que os analitos avaliados sao estaveis na matriz
bioldgica de interesse por um longo periodo de tempo, em diferentes temperaturas e a ciclos

de congelamento e descongelamento.
3.4.11.2 Linearidade, LLOQ e LOD

A linearidade foi avaliada para o intervalo de concentragdo, com cinco niveis de
concentragdo, de 0,1 a 1,0 ug mL™". Para esse fim, amostras de urina humana como prova em
branco enriquecidas com os analitos na supracitada faixa de concentragdo, com o Pl na
concentragao fixa de 0,5 yg mL™", passaram pelo procedimento de SPE, de acordo com o item
3.4.9, e posterior analise por LC-DAD. O ensaio foi realizado em triplicata.

O limite inferior de quantificagdo (LLOQ) foi determinado como a menor concentragéo
da curva analitica, com valores de RSD de até 20% e exatiddo entre 80 — 120 % (FDA, 2018).

Ja o limite de deteccdo (LOD) foi determinado por meio da seguinte formula:
LOD:@, onde sd é desvio padrdo do intercepto e a é coeficiente angular da curva

analitica (ANVISA, 2017).
3.2.11.3 Preciséao

A precisao foi avaliada de acordo com os valores de RSD para cada uma das
concentragdes da curva analitica. Esses valores devem ser inferiores a 20% e 15% para o

LLOQ e demais pontos da curva, respectivamente.
3.2.11.4 Exatidao

A exatidao foi avaliada por meio da proximidade entre valor real de concentracao e o
valor obtido por meio da interpolagdo dos pontos nas equagbes da curva analitica definida
para cada analito. Esse valor deve compreender a faixa de 80 — 120% e 85 — 115%, para

LLOQ e demais pontos, respectivamente.
3.4.11.5 Reprodutibilidade

A reprodutibilidade foi avaliada por meio do ensaio de precisao, item 3.2.11.3, uma

vez que foram utilizados diferentes discos de extracao.

3.4.11.6 Repetibilidade
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A repetibilidade foi avaliada por meio do ensaio de reutilizagdo da fase extratora, item

3.4.10, uma vez que foi utilizado o mesmo disco de extragéo.

3.4.12 Aplicagdo da metodologia analitica desenvolvida

O método desenvolvido foi aplicado em 3 diferentes amostras de urina, doadas por
voluntarios do sexo feminino e masculino e com faixa etaria 28 — 65 anos.

As amostras foram submetidas a metodologia desenvolvida de duas maneiras
distintas. Inicialmente, as amostras foram fortificadas apenas com PI, na concentracéo de 0,5
pug mL™*. O segundo modo foi a fortificagdo das mesmas com os analitos e Pl, ambos na

concentragdo de 0,5 ug mL™'. Nos dois casos a metodologia foi aplicada em ftriplicata.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos para o desenvolvimento de metodologia analitica proposta,
como, a otimizagcédo da separacao cromatografica, a sintese da fase extratora baseada em
hidrogel e sua aplicagao para a extragéo dos parabenos, seguido pela caracterizagao fisico-
quimica da mesma, até a etapa de otimizacdo do procedimento de SPE e avaliagdo dos

parametros analiticos de mérito, estdo apresentados a seguir, nessa ordem.

4.1 OTIMIZACAO DA SEPARACAO CROMATOGRAFICA

A etapa de otimizacdo da separagdo cromatografica tem como objetivo o
desenvolvimento do método cromatografico, de modo a se obter um menor tempo de analise
mantendo-se uma resolugao satisfatéria entre os picos. A separagcdo dos compostos de
interesse foi realizada utilizando-se diferentes condigbes cromatograficas, sendo elas, a
composicao fase e vazao da fase movel.

A coluna utilizada para a separagao cromatografica € composta de fase estacionaria
de octadecilsilano (C18) quimicamente ligada a silica. Em pH extremos, seja acido ou basico,
os grupos silandis e siloxanos dessa fase estacionaria podem reagir com os componentes da
fase movel, e desse modo, sofrer dissolugcao, causando perda da fase estacionaria e,
eventualmente, colapso da estrutura do leito da coluna. Portanto, para que a coluna apresente
uma maior estabilidade e vida util, a faixa de pH entre 2,0 — 8,0 deve ser respeitada (Jardim
2010; Maldaner et al. 2009; Tonhi et al. 2002). Desse modo, optou-se por testar fase movel
composta por pH 3,0; pH 6,0 e agua (com pH 7,0) e verificar se haveria alteracao nos
parametros cromatograficos dos compostos. Para isso, foram testados 12 diferentes métodos

cromatograficos, que estao apresentados na TABELA 11.
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TABELA 11 - COMPOSICOES DE FASE MOVEL (v/v) AVALIADAS NA SEPARAGCAO DOS
PARABENOS.

Método ACN H20 (pH 7,0) pH 3,0 pH 6,0 Vazdo (mL min")
1 60% 40% - - 1,0
2 55% 45% - - 1,0
3 50% 50% - - 1,0
4 40% 60% - - 1,0
5 55% 45% - - 0,8
6 60% - 40% - 1,0
7 50% - 50% - 1,0
8 40% - 60% - 1,0
9 60% - - 40% 1,0
10 55% - - 45% 1,0
11 50% - - 50% 1,0
12 40% - - 60% 1,0

As condicdes de compromisso foram selecionadas com base nos parametros
cromatograficos, calculados para cada cromatograma obtido. Foram calculados os valores
para os parametros de tempo de retencéo (tr), largura da base do pico (wy), fator de retengéo
(k), fator de separacgao (a), numero de pratos teéricos (N), resolucao (Rs) para cada analito,
na ordem de eluicdo. Foram obtidos os cromatogramas e os respectivos valores calculados
para os métodos 1 - 5 (FIGURA 10, TABELA 12), métodos 6 — 8 (FIGURA 11, TABELA 13) e
métodos 9 — 12 (FIGURA 12, TABELA 14). Como a e Rs sdo calculados para dois picos
adjacentes, os valores apresentados em cada linha nas tabelas correspondem ao analito da
linha correspondente e ao consecutivo, ou seja, o valor de Rs apresentado na primeira linha
do método 1, refere-se a resolugao entre os picos do MPB e ETB.

A ordem de eluicdo dos compostos depende da sua interacdo com a fase
estacionaria. Como foi utilizada a cromatografia de fase reversa, onde a fase estacionaria é
apolar, a ordem de eluicado sera a seguinte: primeiro o MPB, que € o mais polar por ter menor
cadeia alquilica do grupo éster e, portanto, menor interacdo com a fase estacionaria. Assim,
basicamente pelo acréscimo da cadeia carbénica ligada ao grupo éster dos parabenos, o
segundo, terceiro e quarto pico cromatografico corresponde a, respectivamente, EPB, PPB e

BPB, apresentando este ultimo o maior tempo de eluicao.



Intensidade (mAU)

Intensidade (mAU)

FIGURA 10 - CROMATOGRAMAS OBTIDOS NA SEPARAGAO CROMATOGRAFICA DOS
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ANALITOS (MPB, EPB, PPB E BPB — 1,0 ug mL-!, NESSA ORDEM) PARA OS METODOS 1 A 5.
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TABELA 12 - PARAMETROS CROMATOGRAFICOS PARA OS METODOS 1 A 5.
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Analito tr (min) Wp (min) k a N Rs
Método 1

MPB 2,080 0,3600 0,4628 1,486 534,1 0,8731
EPB 2,400 0,3733 0,6879 1,532 661,2 1,182
PPB 2,920 0,5067 1,054 1,515 531,4 1,656
BPB 3,693 0,4267 1,597 1198

Método 2

MPB 2,267 0,4268 0,5709 1,534 451,5 1,099
EPB 2,707 0,3733 0,8758 1,591 841,0 1,805
PPB 3,453 0,4533 1,393 1,571 928,5 2,423
BPB 4,600 0,4933 2,188 1391

Método 3

MPB 2,453 0,4267 0,7133 1,588 528,9 1,300
EPB 3,053 0,5200 1,133 1,642 551,6 2,026
PPB 4,093 0,5067 1,860 1,640 1044 3,010
BPB 5,797 0,6267 3,050 1364

Método 4

MPB 3,427 0,5467 1,174 1,756 628,6 2,412
EPB 4,830 0,5867 2,062 1,861 1082 4,610
PPB 7,627 0,6267 3,838 1,846 2369 6,755
BPB 12,75 0,9200 7,086 3071

Método 5

MPB 2,720 0,4800 0,5389 1,546 513,8 1,114
EPB 3,240 0,4533 0,8331 1,580 817,3 1,800
PPB 4,093 0,4933 1,316 1,568 1101 2,411
BPB 5,411 0,6000 2,063 1302

Na FIGURA 11 estao apresentados os cromatogramas obtidos utilizando como fase

movel tampao pH 3,0.
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FIGURA 11 - CROMATOGRAMAS OBTIDOS NA SEPARAGCAO CROMATOGRAFICA DOS
ANALITOS (MPB, EPB, PPB E BPB — 1,0 ug mL-', NESSA ORDEM) PARA OS METODOS 6 A 8.
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FONTE: A autora (2021).

TABELA 13 - PARAMETROS CROMATOGRAFICOS PARA OS METODOS 6 A 8.

Analito t: (min) Wp (min) k a N Rs
Método 6

MPB 2,080 0,3467 0,4778 1,476 736,0 0,857
EPB 2,400 0,400 0,7050 1,523 900,0 1,258
PPB 2,920 0,4267 1,074 1,512 1135 1,650
BPB 3,693 0,5100 1,624 1459

Método 7

MPB 2,174 0,4133 0,5524 1,620 442.3 1,057
EPB 2,653 0,4933 0,8952 1,733 462,8 1,805
PPB 3,580 0,5333 1,552 1,736 718,2 2,780
BPB 5,173 0,6133 2,695 1138

Método 8

MPB 2,973 0,440 1,130 1,787 730,6 2,658
EPB 4,213 0,493 2,019 1,928 1167 4,455
PPB 6,826 0,680 3,892 1,913 1612 6,532

BPB 11,79 0,840 7,445 3150
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Na FIGURA 12 estédo apresentados os cromatogramas obtidos utilizando como fase

movel tampao pH 6,0.

FIGURA 12 - CROMATOGRAMAS OBTIDOS NA SEPARAGAO CROMATOGRAFICA DOS

ANALITOS (MPB, EPB, PPB E BPB — 1,0 yg mL-', NESSA ORDEM) PARA OS METODOS 9 A 12.
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TABELA 14 - PARAMETROS CROMATOGRAFICOS PARA OS METODOS 9 A 12.

Analito tr (min) Wp (min) k a N Rs
Método 9

MPB 2,093 0,320 0,5090 1,453 684,7 0,9323
EPB 2,410 0,360 0,7397 1,506 719,0 1,400
PPB 2,933 0,387 1,114 1,510 920,8 1,904
BPB 3,707 0,426 1,672 1207

Método 10

MPB 2,253 0,4133 0,5950 1,508 475,5 0,9855
EPB 2,680 0,4533 0,8971 1,551 559,2 1,494
PPB 3,387 0,4933 1,397 1,554 754.,0 2,129
BPB 4,480 0,5333 2,171 1129

Método 11

MPB 2,547 0,4533 0,7373 1,568 504,9 1,293
EPB 3,160 0,5333 1,156 1,645 561,7 2,158
PPB 4,253 0,4800 1,902 1,626 1256 3,240
BPB 6,000 0,6000 3,093 1600

Método 12

MPB 3,347 0,5200 1,334 1,711 662,7 2,323
EPB 4,710 0,6534 2,283 1,819 830,4 3,788
PPB 7,387 0,7600 4,152 1,822 1511 5,476
BPB 12,28 1,027 7,565 2289

A resolugao (Rs) € um parametro calculado para determinar a separagéo de dois
compostos adjacentes, quando Rs<1 significa que os compostos estao coeluindo, ou seja, ndo
ha separacao suficiente, ja para Rs=1,25 significa que ha separagcao dos compostos em
termos quantitativos, e Rs=1,5 significa separacao completa (Paschoal et al. 2008). Desse
modo, avaliou-se os cromatogramas obtidos, levando-se em consideragao menores tempos
de retencao e largura de base do pico concomitantemente a separagdo quantitativa dos
compostos, ou seja, R«=1,25.

Pode-se notar que utilizando a solugédo tampéao pH 3,0, ha uma pequena reducéo no
tempo de retencao dos parabenos, e consequentemente uma reducdo no tempo total de
analise, quando comparados com a solugao tampao pH 6,0 e agua pH 7,0, para a condigao
de 50% de acetonitrila, o tempo total de corrida cromatografica utilizando pH 3,0 é de 5,50
min, enquanto que utilizando agua o tempo total é de 6,10 min.

Apesar da redugao no tempo de analise, foi observada uma menor resolugao entre
os picos do MPB e EPB, na condicéo de pH 3,0, quando comparados com a solugado tampao

pH 6,0 e agua (pH 7,0), ndo permitindo assim uma analise quantitativa.
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Assim, utilizando-se os métodos 6 e 7 nao foi possivel obter uma resolucao
satisfatéria para os picos do MPB e EPB, e no método 8 foi possivel a separagao quantitativa
de todos os compostos. Entretanto, com a troca de fase mével pH 3,0 por pH 6,0 e agua foi
possivel alcangar uma separagado cromatografica com menor tempo de analise e resolugéo
satisfatéria. Portanto, a decisdo de qual fase mével utilizar, se deu com base nos dados
obtidos para fase movel solugao tampéao pH 6,0 e agua (pH 7,0).

Quanto maior for a proporgao do solvente organico, menor sera o tempo de retengao
dos analitos. Com propor¢des acima de 55% de acetonitrila, ndo se obteve resolugéo
adequada entre os picos do MPB e EPB, tanto pH 6,0, quanto para pH 7,0. O teste com
proporgdo de acetonitrila 55% e vaz&o 0,8 mL min™, foi testada com o intuito de melhorar a
resolucdo entre os picos do MPB e EPB, com um tempo de corrida menor que quando
utilizando, 50% H.0 e vazao de 1,0 mL min™'. Entretanto esse método ainda ndo apresentou
uma resolucgao satisfatoria.

Com fase mével com proporgéo de agua de 50%, obteve-se a resolugéo apropriada
entre os picos dos quatro analitos. Para propor¢cdes maiores de fase aquosa, o tempo de
corrida foi demasiado longo, passando de 6,10 min (50 H.0: 50 ACN) para 13,18 min (60 H-O:
40 ACN), causando assim alargamento dos picos, com a largura de base do BPB passando
de 0,6267 para 0 0,9200, e também diminuicdo das suas intensidades.

Ao fazer a comparacao dos métodos utilizando a mesma proporgcéo de solvente
organico, nao houve diferenga expressiva no tempo de analise, resolugdo entre os picos,
largura de base e fator de retencao ao utilizar agua ou solugao tampéao pH 6,0, ja que para
ambas condigdes de pH os parabenos encontram-se majoritariamente na sua forma nao
protonada (Noorashikin et al. 2014).

Sendo assim, optou-se por utilizar o método 3 (50% agua e 50% acetonitrila, v/v),
para as etapas seguintes do projeto, de modo desenvolver uma metodologia analitica mais
simples, ou seja, com um menor numero de etapas, ja que ndo necessita mais a etapa de
preparo da solugdo tampdo, o que pode garantir também maior vida util da coluna

cromatografica.

4.2 DESENVOLVIMENTO DA FASE EXTRATORA BASEADA EM HIDROGEL

Primeiramente, foram sintetizados os discos de extracao variando-se as proporgoes
entre a dispersado de PVOH para a dispersao de pectina, bem como a substituicdo da pectina
por alginato. As diferentes proporcoes entre o PVOH e pectina pode alterar a polaridade da
fase extratora, alterando assim os mecanismos de retengao dos analitos. Ja a substituicao da
pectina por alginato também esta correlacionada com a alteragdo da polaridade da fase

extratora, sendo que a pectina apresenta um carater mais anfifilico quando comparada ao
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alginato (Sampaio et al. 2019). Nesse sentido, e como os parabenos estudados possuem uma
faixa consideravel de polaridade, ja que o Log kow esta entre 1,96 — 3,57, optou-se por testar
apenas uma composicao de alginato para verificar se apresentaria uma diferenca significativa
na extragdo, quando comparado com a mesma propor¢gao de pectina. Os hidrogéis

sintetizados nessa etapa do trabalho estao apresentados na TABELA 15.

TABELA 15 - HIDROGEIS COM DIFERENTES PROPORCOES ENTRE OS POLIMEROS.

Identificagdao do disco Proporgao entre
Dispersao dos polimeros (m/v)

de extracao polimeros (m/m)
P10PC3,0 PVOH10% Pectina 3,0% 3,3:1
P15PC3,0 PVOH 15% Pectina 3,0% 5,0:1
P15PC2,0 PVOH 15% Pectina 2,0% 7,5:1
P10PC1,0 PVOH 10% Pectina 1,0% 10:1
P15AL2,0 PVOH 15% Alginato 2,0% 7,5:1

As primeiras sinteses dos discos de hidrogel nao acarretaram em bons resultados,
uma vez que os geéis se apresentavam com um aspecto amarelado, quebradigo e com bolhas.

Mais duas sinteses foram avaliadas, preparando-se novas dispersdes dos polimeros.
Entretanto, ainda apresentavam o aspecto descrito acima. Nessa etapa do trabalho os géis
estavam sendo sintetizados de maneira diferente do descrito no item 3.4.3.3, sendo que a
mistura entre as dispersdes foi realizada de modo individual para cada disco. Para isto, em
um béquer de 10 mL foram pesados 500 mg da dispersao de PVOH e 500 mg da disperséo
de pectina/alginato, assim como o agente reticulante (acido citrico), essa dispersao foi agitada
por 10 minutos, em seguida colocada na estufa para secagem.

Como o aspecto dos discos de hidrogel ndo estava satisfatorio, foi realizada a reviséo
de todos os calculos envolvidos no preparo do disco, principalmente na quantidade de agente
reticulante, além disso, optou-se por alterar 0 modo de preparo de gel. Nesse momento
seguiu-se a metodologia descrita no item 3.4.3.3.

Ao utilizar a nova metodologia, segundo o item 3.4.3.3, os géis P10PC3,0 (FIGURA
13a) e P15AI2,0 (FIGURA 13b) ainda apresentavam bolhas e aspecto de ndo uniformidade,
enquanto que os géis P10PC1,0 (FIGURA 13c), P15PC2,0 (FIGURA 13d) e P15PC3,0

(FIGURA 13e) apresentaram-se homogéneos.
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FIGURA 13 - HIDROGEIS DE (a) P10PC3,0, (b) P15AI2,0, (c) P10PC1,0, (d) P15PC2,0 E (e)
P15PC3,0.

FONTE: A autora (2021).

Desse modo, apenas os discos o0s géis que apresentaram uniformidade foram
utilizados para a extracdo dos parabenos, ou seja, P10PC1,0; P15PC2,0 e P15PC3,0. Apods
fazer o primeiro teste de extracdo, avaliando apenas a proporgao entre as dispersdes de
polimeros, selecionou-se os hidrogéis mais promissores, em termos de robustez e
uniformidade, nesse caso, P10PC1,0 e P15PC2,0. Entdo a partir das proporcoes
apresentadas pelos dois hidrogéis selecionados (7,5:1 e 10:1 m/m), foram sintetizados
hidrogéis variando-se as concentragdes da dispersao individuais dos polimeros. Diferentes
concentragdes de dispersado de polimero utilizadas alteram a quantidade de sorvente na fase
extratora, que, por sua vez, altera pardmetros como o numero de caminhos de percolagao da
amostra e grau de intumescimento, e assim acarreta em alteragdes na eficiéncia de extragao
(Sampaio et al. 2019). Os géis sintetizados nessa segunda etapa estdo representados na
TABELA 16.
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POLIMEROS.
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Identificagdo do disco

de extracao

Dispersao dos polimeros (m/v)

Proporgao entre

polimeros (m/m)

P10PC1,3 PVOH 10% Pectina 1,3% 7,51
P15PC2,0 PVOH 15% Pectina 2,0% 7,51
P20PC2,7 PVOH 20% Pectina 2,7% 7,51
P10PC1,0 PVOH 10% Pectina 1,0% 10:1
P15PC1,5 PVOH 15% Pectina 1,5% 10:1
P20PC2,0 PVOH 20% Pectina 2,0% 10:1

Todos os géis sintetizados com variacdo nas concentragbes dos polimeros
apresentaram-se robustos e homogéneos, sendo assim todos eles foram empregados na

proxima etapa, visando a viabilidade dos mesmos frente a extracdo dos compostos de

interesse, ou seja, na extragdo dos parabenos.

4.3 EXTRAGAO DOS ANALITOS

Como o primeiro gel a ser obtido foi o gel P15PC2,0, realizou-se um teste inicial para

verificar se o hidrogel apresentava interagao suficiente com os analitos a fim de promover

extragdo dos compostos de interesse. A extracao foi realizada em triplicata, utilizando-se

amostra de agua ultrapura enriquecida com os analitos na concentragdo de 1,0 yg mL". Com

base no cromatograma apresentado na FIGURA 14, é possivel concluir que o hidrogel

P15PC2,0 foi capaz de extrair os parabenos, ja que é possivel identificar quatros picos com

tempo de retencéo que correspondem aos analitos estudados.

FIGURA 14 - CROMATOGRAMAS REFERENTES A EXTRAGCAO E DETERMINAGCAO DOS

PARABENOS 1,0 ug mL-, (n=3).

Intensidade (mAU)

—— P15PC2_1
—— P15PC2_2
—— P15PC2_3

Tempo (min)

P15PC2_1: primeira replicata; P15PC2_2: segunda replicata e P15PC2_3: terceira replicata.

FONTE: A autora (2021).
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Diante da resposta positiva para a extracdo dos parabenos, optou-se por sintetizar
novamente todos os hidrogéis com variacdo de propor¢ao entre os polimeros, e conforme
descrito no item 4.2, os hidrogéis que se apresentaram homogéneos e com potencial de uso
foram: P15PC3,0, P15PC2,0 e P10PC1,0. Assim foi realizado um teste em triplicata com agua
ultrapura enriquecida com os analitos na concentragdo de 1,0 yg mL™", para verificar qual
hidrogel apresentaria uma melhor eficiéncia de extragdo. Os cromatogramas obtidos para a
extragao estdo representados na FIGURA 15.

FIGURA 15 - CROMATOGRAMAS REFERENTES A EXTRAGCAO E DETERMINAGCAO DOS
PARABENOS 1,0 ug mL-', UTILIZANDO O HIDROGEL (a) P10PC1,0, (b) P15PC2,0 E (c) P15PC3,0,

(n=3).
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FONTE: A autora (2021).
P10PC1_1: primeira replicata; P10PC1_2: segunda replicata e P10PC1_3: terceira replicata.
P15PC2_1: primeira replicata; P15PC2_2: segunda replicata e P15PC2_3: terceira replicata.
P15PC3_1: primeira replicata; P15PC3_2: segunda replicata e P15PC3_3: terceira replicata.

Nessa etapa do trabalho foi empregada agua ultrapura enriquecida com os analitos
na concentragdo de 1,0 yg mL™" e para a eluigdo dos analitos, 2,0 mL de metanol. Conforme
constatado na FIGURA 15, as intensidades dos picos foram muito baixas, sendo que no caso
do hidrogel P10PC1,0, é possivel identificar visualmente apenas o pico referente ao BPB,
proximo a 6 minutos. Ja no caso do P15PC3,0 e P15PC2,0 é possivel identificar os picos
referentes ao MPB, EPB, PPB e BPB podem sem identificados, porém, nao seria possivel

realizar a integracdo dos dois ultimos. Devido a essa baixa intensidade dos picos, optou-se
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por repetir a extragao, desta vez, empregando uma concentragéo de parabenos 5 vezes maior
que a anterior, ou seja, 5,0 yg mL" e, para dessor¢ao dos analitos, 1,0 mL de metanol. Os

cromatogramas obtidos para a nova extracao estdo representados na FIGURA 16.

FIGURA 16 - CROMATOGRAMAS REFERENTES A EXTRAGCAO E DETERMINACAO DOS
PARABENOS 5,0 ug mL-', UTILIZANDO O HIDROGEL (a) P10PC1,0, (b) P15PC2,0 E (c) P15PC3,0,

(n=3).
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FONTE: A autora (2021).
P10PC1_1: primeira replicata; P10PC1_2: segunda replicata e P10PC1_3: terceira replicata.
P15PC2_1: primeira replicata; P15PC2_2: segunda replicata e P15PC2_3: terceira replicata.
P15PC3_1: primeira replicata; P15PC3_2: segunda replicata e P15PC3_3: terceira replicata.

De acordo com os cromatogramas apresentados na FIGURA 16, observa-se que os
picos referentes a primeira replicata, utilizando os géis P15PC2,0 e P10PC1,0, tém uma
intensidade muito inferior quando comparado as demais replicatas, chegando a um valor de
até 4 vezes menor. Isso pode ser explicado pelo fato de que entre as replicatas, era percolado
metanol pelo hidrogel para promover a limpeza e evitar o efeito memaria. Entretanto, na
primeira extragao era percolado apenas agua pelo hidrogel, de modo a intumescé-lo. Ja com
o hidrogel P15PC3,0, ocorreu exatamente o contrario, o pico da primeira replicata foi mais
intenso que os demais picos. Desse modo, é possivel que o metanol esteja interferindo no
tamanho da abertura das cadeias poliméricas do gel, ou interagindo com os sitios reativos do

hidrogel, e assim alterando a eficiéncia de extracao.



64

Ainda com base na FIGURA 16, identifica-se que a intensidade dos picos para o
hidrogel P15PC3,0 é cerca de 70% menor que quando comparado aos demais hidrogéis
testados. Em vista disto, realizou-se uma nova extragdo com os hidrogéis. Porém, desta vez
apos a etapa de hidratagdo do gel com 10,0 mL de agua, foi percolado também 20,0 mL de
H2O:metanol 1:1 (v/v), seguidos de 20,0 mL de agua, conforme descrito no item 3.4.4, de
modo a verificar se a auséncia da etapa de limpeza com metanol na primeira replicata estaria
interferindo no processo de extracao.

Na FIGURA 17 é apresentado o grafico com os resultados da segunda extragao,
utilizando os hidrogéis de P15PC3,0, P15PC2,0 e P10PC1,0. No grafico sdo dadas as médias

das areas de pico de cada analito de acordo com o disco de extragao utilizado.

FIGURA 17 - AREAS MEDIAS DOS PICOS CROMATOGRAFICOS (n=3) DOS PARABENOS DE
ACORDO COM A COMPOSIGAO DO HIDROGEL EMPREGADO NA EXTRAGAO DOS ANALITOS,
NA CONCENTRAGAO DE 5,0 ug mL".
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FONTE: A autora (2021).
P10PC1,0: PVOH 10% e pectina 1,0%; P15PC3,0: PVOH 15% e pectina 3,0%; P15PC2,0: PVOH
15% e pectina 2,0%.

A percolagao de metanol ja no inicio da extragao, fez com que os picos referentes a
primeira replicata fossem mais intensos. Desse modo, todas as extracdes realizadas adiante
no presente estudo estdo de acordo com o descrito no item 3.4.4.

Com os dados obtidos, aplicou-se a Analise de Variancia (ANOVA) de fator unico
para verificar se haveria diferenca significativa entre as médias de area de pico para cada
analito, de acordo com o disco de extragdo empregado.

Com base no tratamento estatistico utilizando a ANOVA, foi constatado que nao
houve diferenca significativa, para um nivel de confianga de 95%, entre os hidrogéis utilizados
na extragdo. Ao comparar as médias de cada analito, de acordo com o hidrogel empregado,

os valores de Fip > Fca para os quatros analitos.
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Portanto, os géis PVA15PC2,0 e PVA10PC1,0 foram selecionados para o teste de
variacdo de massa. Nesta etapa, o gel PVA15PC3,0 foi descartado, pois, durante a sintese
dos mesmos alguns géis nao ficaram uniformes e apresentam muitas bolhas, mostrando que
a sintese ndo foi reprodutivel, por isso apenas os demais hidrogéis foram selecionados para
a continuidade do trabalho.

Em seguida foram sintetizados géis mantendo as propor¢des de 7,5:1 (m/m) e 10:1
(m/m) de PVOH:pectina, respectivamente, porém, alterando a concentra¢des das dispersdes
de polimeros utilizadas. Como as dispersdes de PVOH acima de 20% apresentaram alta
viscosidade e de dificil manuseio, selecionou-se essa concentracdo como limite maximo de
trabalho. Além disso, concentracées de PVOH menores que 10% acabaram por apresentar-
se como um gel muito maleavel, se deformando dentro do suporte empregado para as
extragdes, fato que pode corroborar ndo somente em altas imprecisdes quanto na perda da
amostra durante os processos de SPE (Sampaio et al. 2019). Portanto, os hidrogéis
selecionados para a avaliacdo de massa na eficiéncia da extragao estdao apresentados na
TABELA 17

TABELA 17 - HIDROGEIS SELECIONADOS PARA A AVALIAGAO DA CONCENTRAGAO DA
DISPERSAO DE POLIMERO UTILIZADA.

Proporgdo 10:1 (m/m)  Proporg¢ao 7,5:1 (m/m)

P10PC1,0 P10PC1,3
P15PC1,5 P15PC2,0
P20PC2,0 P20PC2,7

As extragbes variando-se a massa da dispersdo de polimero foram realizadas em
quadruplicata, de acordo com o item 3.4.4. A FIGURA 18 traz o grafico com os resultados da
extragdo, utilizando os hidrogéis listados na TABELA 17. No grafico sao dadas as médias das

areas de pico de cada analito de acordo com o disco de extragao utilizado.
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FIGURA 18 - AREAS MEDIAS DOS PICOS CROMATOGRAFICOS (n=4) DOS PARABENOS DE
ACORDO COM A COMPOSIGAO DO HIDROGEL EMPREGADO NA EXTRAGAO DOS ANALITOS,
NA CONCENTRAGCAO DE 5,0 ug mL-".

MPB
54 - EPB
PPB
BPB

Area do pico
w
1
| ; T
U |
}_|_‘
—1—

. . . . . | :
P10PC1,0 P15PC1,5 P20PC2,0 P10PC1,3 P15PC2,0 P20PC2,7

FONTE: A autora (2021).
P10PC1: PVOH 10% e pectina 1,0%; P15PC1,5: PVOH 15% e pectina 1,5%; P20PC2,0: PVOH 20%
e pectina 2,0%; P10PC1,3: PVOH 10% e pectina 1,3%; P15PC2,0: PVOH 15% e pectina 2,0%;
P20PC2,7: PVOH 20% e pectina 2,7%.

Ao analisar o grafico da FIGURA 21, é possivel constatar que ndo ha um padrao na
extragdo em relacéo aos analitos. Contudo, € possivel observar que os hidrogéis com uma
menor concentracdo dos polimeros, apresentaram um maior valor de RSD, por exemplo, o
gel P10PC1,0 apresentou desvios na faixa de 17,6% para o BPB até 37,0% para o MPB,
enquanto que, para o gel P10PC1,3 os desvios apresentaram valores de até 27,0% para MPB
e PPB. Ja os discos de extragdo com maiores concentragdes das dispersdes de PVOH e
pectina, apresentaram um valor de RSD menor, sendo que o gel com a maior concentragao
dos polimeros (P20PC2,7) apresentou o menor valor de RSD, de 3,6% para EPB até 8,4%
para MPB. Cabe ressaltar que, até o presente momento, nao foi empregado o uso de PI. Para
as etapas de otimizacao de extracao e avaligdo dos parametros de mérito, espera-se que 0
uso de Pl acarrete em menores valores de RSD entre as replicatas.

Assim, para selecionar o hidrogel que sera utilizado nas etapas posteriores do
trabalho, como na otimizagcdo do processo de extragdo e na avaliagdo dos parametros de
mérito, foi aplicada a ANOVA de fator unico para verificar se houve diferenca significativa
entre os géis, ou seja, se algum hidrogel apresentou uma maior eficiéncia de extracao.

Com o auxilio do teste estatistico, ANOVA, foi constatada uma diferenca significativa
nas meédias de area do pico para o MPB e BPB, para um intervalo de confianga de 95%. Ja o
EPB e PPB né&o apresentaram diferenca significativa. Para averiguar quais hidrogéis

apresentaram diferencga significativa entre si, foi aplicado o teste de Tukey, e para o MPB os
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discos que apresentaram diferenca significativa foram P10PC1,0 e P20PC2,7, sendo que o
primeiro apresentou uma resposta significativamente maior. Ja para o BPB a diferenca estava
nos discos P20PC2,7 e P15PC2,0 e também P15PC2,0 e P15PC1,5.

Com base nos resultados obtidos por meio da ANOVA, decidiu-se pela exclusdo dos
hidrogéis que apresentaram diferenga significativa para pelo menos um dos analitos. Assim,
os hidrogéis P15PC1,5 e P20PC2,7 foram descartados. Os hidrogéis restantes nao
apresentaram diferenga significativa para nenhum dos analitos, deste modo a selegéo ocorreu
com base no valor de RSD, sendo entao selecionado o hidrogel que apresentou o menor valor
de RSD. Consequentemente, o disco P20PC2,0 foi selecionado para as etapas posteriores
do trabalho, ja que dos géis que nao apresentaram diferenga significativa, esse gel foi que
apresentou um valor de RSD<15% para os quatro analitos estudados. Vale ressaltar que essa
menor variagao pode estar relacionada ndo somente com os processos de interagao
analitos/fase extratora, mas também com a resisténcia fisico-quimica do gel entre as

replicatas de extracao e dessorcao.

4.4 CARACTERIZAGAO DA FASE EXTRATORA

O processo de intumescimento determina a capacidade de absorgéo de solvente e 0
volume disponivel para o transporte dos solutos. Ja o processo de perda de agua esta
relacionado com a difusdo de solvente de dentro para fora da cadeia polimérica. Sendo assim,

tais para@metros estao diretamente correlacionados com o processo de extragao.

4.4.1 Grau de intumescimento

O intumescimento do hidrogel esta correlacionado com a quantidade de agua que o
mesmo pode absorver. Primeiramente a hidratacdo do hidrogel se da pela interagdo da agua
com grupos hidrofilicos presentes em sua estrutura, e posteriormente pela absorgao de agua
nos intersticios e poros da rede polimérica, fazendo com que a estrutura do hidrogel possa
inchar até centenas de vezes o valor de sua massa (Niu et al. 2015; Zhang et al. 2015).

O processo de intumescimento de hidrogel é governado por forgas quimicas e fisicas
que induzem a entrada de liquido na matriz polimérica. Essa capacidade de intumescer
depende do volume livre existente entre as cadeias dos polimeros. A for¢a de intumescimento
€ contrabalanceada pela forga de retracao imposta pela estrutura reticulada, fazendo com que
seja atingido o equilibrio de intumescimento do material (Zheng et al. 2007).

Assim, o grau de intumescimento dos hidrogéis € dependente de varios fatores, como

a composic¢ao do polimero que forma o hidrogel e mudangas no pH, temperatura e forga idnica
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também apresentam influéncia sob esse parametro. Entretanto, o fator mais importante é o
grau de reticulacao do hidrogel (Peppas; 2000).
O grafico da FIGURA 19 mostra o comportamento de intumescimento dos hidrogéis

(com variagao da concentragao de polimero) avaliados como fase extratora.

FIGURA 19 - GRAU DE INTUMESCIMENTO (% m/m) DOS HIDROGEIS A 25 °C.
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FONTE: A autora (2022).

Para todos os hidrogéis avaliados, o equilibrio de intumescimento foi atingido ja na
primeira medida, em 30 minutos, o que apresenta uma vantagem para o processo da SPE,
porque quanto mais rapido o intumescimento, mais rapido o material estara apto para realizar
as extragdes. Além disso, o0 aumento da concentragéo de polimero fez com que o hidrogel
apresentasse um menor grau de intumescimento. As dispersbes mais concentradas de
polimeros possuem uma maior quantidade de sitios reativos para a reticulacédo, logo
apresentam uma maior densidade de reticulacdo, aumentando assim a forca de retragao da
rede polimérica, que é a forga contraria ao inchamento, e por consequéncia disso, apresentam
um menor grau de intumescimento (Peng et al. 2012). Enquanto a porcentagem de
intumescimento do hidrogel P10PC1,3 foi cerca de 240%, o do hidrogel P20PC2,0 foi de
aproximadamente 175%. Além disso, nota-se que os discos de hidrogel que apresentaram
um menor valor de RSD para a extragéo, foram aqueles que apresentaram um menor grau de
intumescimento, dando indicios de que o grau de intumescimento pode interferir no processo

de extracao.
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Segundo o trabalho de Sampaio et al. (2019) hidrogéis que absorvem maiores
quantidades de agua, ou seja, aqueles que utilizam dispersbes menos concentradas de
polimeros, a distancia entre as cadeias poliméricas € maior, o que dificulta a retencéo do
analito pela fase sorvente. Outra consequéncia para uma maior absorgdo de agua, é que por
conta do maior distanciamento entre as cadeias, a difusdo dos solutos € maior. Essa maior
dificuldade de retencao e maior difusdo, pode explicar um maior valor de RSD das extragbes
com os hidrogéis de dispersbes menos concentradas, quando comparados aos das

dispersdes mais concentradas.

4.4.2 Perda de agua

O processo de perda de agua do hidrogel € causado pela contragdo da rede
polimérica, logo esta correlacionado com a difusdo do solvente de dentro para fora do hidrogel
(Sampaio et al. 2019). Os resultados obtidos para esse estudo estdo apresentados na
FIGURA 20.

FIGURA 20 - PERDA DE AGUA (% m/m) DOS HIDROGEIS A 25 °C.
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FONTE: A autora (2022).

Os hidrogéis com concentragcéo de PVOH 10% e 15%, apresentaram comportamento
muito semelhante ao processo de perda de agua, que foi em torno de 60%. Ja para
concentragdes de PVOH de 20%, a porcentagem de perda de agua foi menor, ficando em
torno de 53% para o hidrogel P20PC2,0 e de 49% para o P20PC2,7.
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No trabalho de Sampaio et al. (2019), foi constatado que o grau de intumescimento
e perda de agua sao diretamente proporcionais, ou seja, menores concentragdes acabam por
acarretar maiores taxas de difusdo de solvente e soluto de dentro para fora da rede polimérica,
mostrando assim que isso pode ser a causa de maiores valores de RSD de hidrogéis que

utilizaram solugbes menos concentradas de polimeros.
4.4.3 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

No trabalho desenvolvido anteriormente por (Sampaio et al. 2019), foi realizada uma
analise de MEV utilizando hidrogel de PVOH/pectina (P15PC2) com a propor¢ao entre eles,
de 7,5:1 (m/m), respectivamente. O hidrogel selecionado no presente estudo foi preparado
utilizando a proporcao de 10:1 (m/m) PVOH/pectina. Contudo, é possivel analisar os aspectos
morfolégicos do mesmo com base no estudo supracitado. Na FIGURA 21 esta representada

a imagem obtida por microscopia eletrénica de varredura do hidrogel P15PC2.

FIGURA 21 - IMAGEM POR MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV) DO HIDROGEL
P15PC2 AMPLIADO 750x.
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FONTE: Sampaio et al. (2019)

Ainda que o carateristicas fisicas do material na analise por MEV sejam diferentes
do utilizado na extragao, ja que no primeiro caso foi utilizado o material seco e fraturado,
enquanto no segundo é utilizado no modo intumescido, a analise de MEV, permite
compreender o como as redes poliméricas do material estdo unidas. Assim, com base na
FIGURA 21 nota-se a presenca de depressoées e elevacgoes esféricas na estrutura do material
devida a presenca da pectina. A forma esférica da pectina indica que as fases poliméricas
que formam o hidrogel sao imisciveis. Ademais, a pectina promove um aumento da area

superficial do PVOH, permitindo que os grupos funcionais desse polimero interajam com os
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analitos, e atribuiu um carater mais anfifilico a fase extratora, visto que, em hidrogéis
compostos apenas de PVOH nao foi possivel a permeacao de agua pelo disco (Sampaio et
al. 2019).

4.5 SELECAO DO PADRAO INTERNO

A utilizagéo de padrao interno tem por objetivo a corregao de efeitos interferentes nos
procedimentos de analise experimental, melhorando assim, a qualidade dos resultados
analiticos, tais como, precisédo e exatidao (Silvestre et al. 2014).

Assim, diferentes padrdes analiticos, disponiveis no laboratério, foram avaliados para
sua utilizagdo como Pl. A TABELA 18 apresenta os tempos de retencao de cada analito, nos
parametros do método previamente estabelecido, assim como a resolug¢ao entre o pico do Pl

€ os picos adjacentes dos analitos.

TABELA 18 - PADROES INTERNOS AVALIADOS

Composto Tempo de retengéo (t;)/min Picos adjacentes Resolugao
Acido cinamico 2,00 Pico tm -
Atrazina 4,97 EEE 122
Carbaril 4,13 PPB 0,02
Dietilestilbestrol 6,20 BPB 0,63
Propanil 6,60 BPB 0,95

tm: tempo morto.

De acordo com a TABELA 18, dos compostos avaliados, apenas a ATZ apresentou
uma resolucao satisfatéria com os picos dos analitos, ndo sendo necessario nenhum ajuste,
seja de composicao ou vazao de fase mével, no método anteriormente determinado para os
parabenos, com a ressalva do monitoramento dos comprimentos de onda, sendo monitorados
entdo os comprimentos de 254 nm e 222 nm, para os parabenos e ATZ, respectivamente.

Além disso, um dos requisitos para que o composto possa ser utilizado como PI, é
que o mesmo nao deve ser encontrado na matriz da amostra. Assim, a ATZ é metabolizada
pelo organismo, gerando metabdlitos desalquilados e hidroxilados, sendo que quantidade do
composto na forma inalterada, excretada na urina, menor que 2% da quantidade inicial a qual
o individuo foi exposto (Kuklenyik et al. 2012; Panuwet et al. 2008). Portanto, a mesma foi

selecionada como PI e utilizada nas etapas posteriores do trabalho.

4.6 EXTRACAO DO PADRAO INTERNO
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Nessa etapa, realizou-se um ensaio para verificar se haveria interacdo da fase
extratora (P20PC2,0) com o Pl selecionado, ou seja, se a fase sorvente promoveria a extragao
da ATZ, de modo a confirmar que a mesma poderia ser utilizada nas extragcdes subsequentes.

Os cromatogramas referentes as extragdes estao representados na FIGURA 22.

FIGURA 22 - CROMATOGRAMAS REFERENTES A EXTRACAO E DETERMINAGAO DA ATZ 2,0
pg mL', UTILIZANDO O HIDROGEL P20PC2,0, (n=3).
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FONTE: A autora (2022).
ATZ 1: replicata 1; ATZ 2: replicata 2 e ATZ 3: replicata 3.

Conforme observado na FIGURA 22, o hidrogel foi capaz de extrair a ATZ,

confirmando assim seu uso como PI.
4.7 OTIMIZACAO DAS ETAPAS POR SPE

A otimizac&o de um processo tem como objetivo descobrir as variaveis que resultam
em um melhor rendimento. Na quimica analitica, diversas variaveis podem apresentar
influéncia sobre determinado procedimento, sendo necessaria a otimizagao dessas variaveis
para a alcangar a melhor resposta (Novaes et al. 2017).

A avaliacao das variaveis envolvidas em um processo de forma individual, ou seja,
univariada, pode apresentar algumas desvantagens como, por exemplo, maior quantidade de
experimentos e nao visualizagao de efeitos entre as variaveis (Lundstedt et al. 1998).

Por isso, a analise multivariada tem se mostrado promissora, uma vez que permite a
reducdo do numero de experimentos, o que suscita em menores tempos e gastos com
reagentes, além de permitir a avaliacdo de dependéncia entre as variaveis, facilitando a

visualizacao das melhores condi¢cdes. Assim, para a analise multivariada sdo empregados
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planejamentos fatoriais, completos ou fracionarios, que permitem a obtengdo do melhor
rendimento (Brown et al. 2009; Bruns et al. 2006).

4.7.1 Extracao

Inicialmente, para um estudo multivariado, aplicou-se um planejamento fatorial
completo, N = 2 + C, com N = nimero de experimento, k = variaveis (4) e C = ponto central
(3), onde foram avaliadas as variaveis: pH, teor de NaCl, volume de amostra e vazado. Na

TABELA 19 esta representada a matriz do planejamento fatorial.

TABELA 19 - MATRIZ DO PLANEJAMENTO FATORIAL 24 COM TRIPLICATA DO PONTO
CENTRAL.

Ensaio Teor de NaCl (%) pH Vazédo (mL min™) Volume (mL)
1 0,0 (-) 3,0 (-) 1,0 (-) 10,0 (-)
2 10 (+) 3,0(-) 1,0 (-) 10,0 (-)
3 0,0 (-) 7,0 (+) 1,0 (-) 10,0 (-)
4 10 (+) 7,0 (+) 1,0 () 10,0 (-)
5 0,0 (-) 3,0(-) 3,0 (+) 10,0 (-)
6 10 (+) 3,0(-) 3,0 (+) 10,0 (-)
7 0,0 (-) 7,0 (+) 3,0 (+) 10,0 (-)
8 10 (+) 7,0 (+) 3,0 (+) 10,0 (-)
9 0,0 (-) 3,0(-) 1,0 (-) 30,0 (+)
10 10 (+) 3,0(-) 1,0 (-) 30,0 (+)
11 0,0 (-) 7,0 (+) 1,0 (-) 30,0 (+)
12 10 (+) 7,0 (+) 1,0 (-) 30,0 (+)
13 0,0 (-) 3,0(-) 3,0 (+) 30,0 (+)
14 10 (+) 3,0(-) 3,0 (+) 30,0 (+)
15 0,0 (-) 7,0 (+) 3,0 (+) 30,0 (+)
16 10 (+) 7,0 (+) 3,0 (+) 30,0 (+)
17 5(0) 5,0 (0) 2,0 (0) 20,0 (0)
18 5(0) 5,0 (0) 2,0 (0) 20,0 (0)
19 5 (0) 5,0 (0) 2,0 (0) 20,0 (0)

Ao realizar o planejamento descrito na TABELA 19, na etapa de eluigdo dos analitos
com metanol, houve a precipitacdo de sal no extrato, sendo que na condicdo de 10% de NaCl
foi observada a precipitacdo de uma grande quantidade de sal, enquanto que a condigao de
5% a solugcado apresentou uma coloracédo turva. Sendo assim, nao foi possivel realizar a
injecao desses extratos, uma vez que sal pode causar danos ao LC-DAD, como entupimento
da agulha do autoamostrador e também deposig¢ao de sal na coluna.

Desse modo, a otimizacao da extragao foi avaliada sem o parametro do teor de NaCl.
Assim, foi aplicado um planejamento fatorial completo, 2° com triplicata do ponto central,
avaliando os seguintes parametros: pH, vazao e volume de amostra. Na TABELA 20 esta

representada a matriz do planejamento fatorial.
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TABELA 20 - MATRIZ DO PLANEJAMENTO FATORIAL 23 COM TRIPLICATA DO PONTO
CENTRAL.

Ensaio pH Volume (mL) Vazao (mL min)
1 3,0 (-) 10,0 (-) 0(-)
2 7,0 (+) 10,0 (-) 0(-)
3 3.0() 30,0 (+) 0(-)
4 7,0 (+) 30,0 (+) 0()
5 3,0(-) 10,0 (-) 3,0 (+)
6 7,0 (+) 10,0 (-) 3,0 (+)
7 3,0(-) 30,0 (+) 3,0 (+)
8 7,0 (+) 30,0 (+) 3,0 (+)
9 5,0 (0) 20,0 (0) 0 (0)
10 5,0 (0) 20,0 (0) 0 (0)
11 5,0 (0) 20,0 (0) 0 (0)

Na TABELA 21 estdo representados os resultados obtidos para o planejamento
fatorial 23, os resultados estdo expressos em raz&o da area dos picos cromatograficos dos

analitos e do padrao interno (As/Ap)).

TABELA 21 - RAZAO AREA PICOS CROMATOGRAFICOS (As/Arl) PARA OS ENSAIOS DO
PLANEJAMENTO FATORIAL 23 COM TRIPLICATA DO PONTO CENTRAL.

Ensaio Razao Aa/Ap|
MPB EPB PPB BPB
1 0,5755 0,5809 0,5443 0,7878
2 0,6098 0,4526 0,4286 0,6900
3 0,5620 0,6424 0,6476 0,8341
4 0,5216 0,5643 0,5055 0,5805
5 0,5060 0,6126 0,6043 0,7705
6 0,4374 0,4876 0,4992 0,5958
7 0,6367 0,6486 0,5576 0,7236
8 0,5723 0,5075 0,3661 0,7118
9 0,3680 0,4103 0,4674 0,6210
10 0,4376 0,5092 0,4630 0,6162
11 0,6117 0,6071 0,5104 0,6372

Conforme apresentado na TABELA 21, as condi¢cdes que promoveram uma melhor
extragdo para mais de 75% dos analitos, foram as condi¢gbes do ensaio 3, ou seja, pH 3,0,
volume de amostra de 30,0 mL e vaz&o de percolagdo da amostra de 1,0 mL min™.

Foi observado que uma diminuicdo no pH proporcionou uma melhor extragcao. Os
analitos estudados, MPB, EPB, PPB e BPB, estdo na sua forma nao ionizada em toda a faixa
de pH avaliada (pH 3,0 — 7,0) (Noorashikin et al. 2014), dessa forma, ndo deveria haver

diferenca na eficiéncia de extracdo com a mudanca de pH, em relacdo aos analitos.
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Assim, essa alteracido na eficiéncia de extracao esta relacionada a composicao da
fase extratora. Quando o pH do meio € maior que o pKa do PVOH (4,76), os ions "OH causam
a hidrolise dos grupos acetatos residuais, fazendo com que a estrutura apresente alta
densidade de carga ibnica, provocando a repulsdo entre as cadeias poliméricas, o que
aumenta a distancia entre elas, gerando assim, um maior grau de intumescimento e
consequentemente, uma maior difusao dos analitos (Mansur et al. 2008). Além disso, a
pectina, independente do grau de metoxilagdo, apresenta pKa na faixa de 3,55 — 4,10, logo
em pH < pKa, a estrutura encontra-se na sua forma neutra, formando liga¢des de hidrogénio
entre o grupos hidroxilas da pectina e o grupos carboxilas dos acetatos residuais, o que por
sua vez diminui a distancia entre as cadeias e aumenta a forga retracao, resultando em um
menor grau de intumescimento (Mishra et al. 2008). Desta forma, para ambos os polimeros
utilizados na sintese, um menor pH promoveu um menor grau de intumescimento, que por
sua vez acarretou em menor difusdo dos solutos, favorecendo a extracao.

O volume de amostra também interfere na eficiéncia da extracao, ao comparar os
ensaios 1 e 3, onde o pH e vazao sdo mantidos constante, variando-se apenas o volume de
amostra, o aumento desse parametro ocasionou uma maior eficiéncia de extragdo. Isso
porque, maiores volumes de amostra acarretam em uma maior quantidade de matéria dos
analitos, favorecendo assim uma maior extracao.

E por fim, ao comparar os ensaios 3 e 7, observa-se que menores vazdes de
percolagdo de amostra, implicaram em melhores resultados. Menores vazdes ocasionam
maiores tempos de contato dos analitos com a fase extratora, que gera dois resultados
distintos, o primeiro € uma maior interagdo com essa fase e melhor eficiéncia de extracao,
que geralmente sao observados para compostos de menor polaridade, ou segundo, que esse
maior tempo de contato pode fazer com que a propria matriz da amostra promova a dessor¢ao
dos analitos, resultado esse mais comum em compostos de maior polaridade que tem uma
maior afinidade com a matriz. O fator resposta para a razao entre os resultados do ensaio 3
e 7, variam de 0,88 a 1,15, enquanto o valor de Log kow varia de 1,96 — 3,57, do MPB ao BBP,
respetivamente, evidenciando assim que ha um aumento mais pronunciado na eficiéncia de
extracdo dos compostos de menor polaridade utilizando-se menores vazoes.

Os valores de RSD foram calculados utilizando a triplicata do ponto central, sendo
de 26,6%, 19,3%, 5,4% e 1,8% para o MPB, EPB, PPB e BPB, respectivamente. Maiores
valores de RSD para o MPB e EPB, analitos de maior polaridade, podem estar
correlacionados a vazao de percolagdo da amostra, como citado anteriormente a propria
matriz da amostra pode levar a dessorgéo dos analitos devido o tempo de contato. Além disso,
esse maior desvio pode estar associado com a composi¢ao da fase extratora, ja que o PVOH
apresenta um carater mais hidrofébico, devido a impossibilidade de percolacdo de agua em

hidrogéis compostos unicamente desse polimero (Sampaio et al. 2019), e também a pectina,
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que nesse trabalho passou pelo processo de purificagao, que resulta em aumento no grau de
metoxilagdo, ou seja, a pectina utilizada é classificada como de alta metoxilagdo (HM) (Lopes
et al. 2017), desse modo, o aumento na esterificagdo faz com que a pectina apresente um
carater mais apolar. E essa menor afinidade dos polimeros com os compostos de maior
polaridade pode explicar os maiores valores de RSD apresentados pelos mesmos.

Dos quatro analitos avaliados, somente o PPB e BBP apresentaram efeitos principais
e de interacao significativos. Na FIGURA 23 estéo representados com graficos de Pareto de
cada um dos analitos com os valores absolutos dos efeitos. Os efeitos principais e de
interacao significativos sdo aqueles que apresentam valor superior a estimativa de desvio
padrao associada ao valor de t de Student para um nivel de confianca de 95% (tgs% = 4,303,

v = 2), sendo esse desvio representado pela linha vertical cinza de cada grafico de Pareto.

FIGURA 23 - GRAFICO DE PARETO DOS EFEITOS PARA O (a) MPB, (b) EPB, (c) PPB E (d) BPB.
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O PPB apresentou apenas efeito de primeira ordem em relagcado ao pH da amostra.
Ja o BPB apresentou efeito de primeira ordem em relagao ao pH e também efeito de interacao
de terceira ordem.

O efeito do pH na extracdo do PPB esta correlacionado com a composi¢ao da fase
extratora, como citado anteriormente.

Os efeitos de interagao de terceira ordem do BPB podem ser visualizados na FIGURA
24,
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FIGURA 24 - VARIACAO DAS RESPOSTAS DO BPB PARA OS TRES PARAMETROS AVALIADOS
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FONTE: A autora (2022).

Com base no grafico da FIGURA 24, é possivel observar que para 30,0 mL de
amostra em pH 3,0 ha um decréscimo pronunciado na razao A./Ap ao passar de vazoes de
1,0 ml min"' para 3,0 mL min”', comportamento este contrario ao observado para 0 mesmo
volume de amostra em pH 7,0. Ja ao utilizar menores volumes de amostra, o comportamento
em pH 7,0 é semelhante ao pH 3,0, apenas com diferenca no coeficiente angular da reta,
onde, para o volume de 10,0 mL e pH 7,0, o aumento da vazao de percolacdo da amostra
acarreta em uma diminuicao da eficiéncia de extragdo mais pronunciada.

Conforme citado anteriormente, um menor pH favorece a extragcdo. Somado a isso,
um maior volume de amostra e menor vazao, aumentam a quantidade de matéria do analito
e o tempo de contato com a fase extratora. Como o BPB é o composto mais apolar dentre os
avaliados, a menor vazao nao apresenta efeitos negativos na interagdo do mesmo com a fase
extratora, ao contrario dos menos apolares, provocando assim, um efeito entre esses fatores
e aumentando a eficiéncia de extragao.

Portanto, as condigcbes de compromisso selecionadas para serem empregadas na

etapa de extragao foram: pH 3,0, volume de amostra de 30,0 mL e vazdo de 1,0 mL min™.

4.7.2 Eluigao

A etapa de eluicao dos analitos foi avaliada de maneira univariada, considerando dois
modos de eluigdo, o modo de eluicdo em etapas e a eluicao direta. Em relagcao a natureza do
solvente, foi avaliado apenas o metanol, uma vez que outros solvente como acetato de etila
e diclorometano sao incompativeis com o holder de policarbonato, levando a deterioragcao do
mesmo (Sampaio, 2017).

Primeiramente, foi avaliada a dessor¢ao dos analitos em etapas, utilizando o solvente

metanol. Esse ensaio teve por objetivo identificar o menor volume de solvente capaz de
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promover a dessor¢cdo dos analitos, assim como, avaliar um possivel efeito memodria
relacionado a reutilizacado do hidrogel.

Assim, para a dessorcado dos analitos foram avaliadas 6 etapas de eluicdo com 1,0
mL cada. Cada um dos extratos obtidos foi analisado separadamente. A FIGURA 25
apresenta o grafico empilhado, com a area do pico cromatografico dos analitos, de cada uma
das etapas empregadas. J&a a TABELA 22 apresenta os resultados de area de pico
proporcional e acumulada de cada etapa.

FIGURA 25 - AREAS DOS PICOS CROMATOGRAFICOS DO MPB, EPB, PPB E BPB PARA CADA
ETAPA DA ELUICAO (n=3).
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FONTE: A autora (2022).

TABELA 22 - AREA DE PICO ACUMULADA E PROPORCIONAL DE CADA ETAPA.
Area de pico proporcional e acumulada/%
T 2 T 3 T 4 T 5 T 6 T
MPB | 26,82 26,82 | 34,40 61,22 | 19,46 80,68 | 10,06 90,74 | 571 96,45 | 3,55 100
EPB | 26,03 26,03 | 3562 61,65 | 18,65 80,30 | 11,22 91,52 | 5,62 97,14 | 2,86 100
PPB | 24,41 24,41 | 30,83 55,24 |19,51 74,75 | 16,00 90,75 (7,19 97,94 | 2,06 100
BPB | 25,56 25,56 | 32,89 58,45 | 16,92 75,37 | 12,75 88,12 (9,03 97,15| 2,85 100

Analito

Com base nos resultados apresentados na FIGURA 25 e TABELA 22, a adi¢cao de 2
mL de metanol, em duas etapas, foi responsavel por mais de 50% de area de pico acumulada.
Enquanto a adigdo de 4,0 mL e 5,0 mL foram responsaveis por mais de 88% e 96% da area
acumulada, respectivamente.

Desse modo, os volumes que promoveram uma eluigdo dos analitos superior a 88%,
4,0 mL e 5,0 mL, foram avaliados utilizando o modo de eluicdo direta. Assim, os extratos

obtidos de cada um dos volumes supracitados foram secos e reconstituidos com 1,0 mL de
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metanol, com o propésito de igualar os volumes finais dos extratos de cada um dos modos de
eluicdo, e tornar possivel a comparacao entre os ensaios. Na FIGURA 26 estio representadas
as areas de pico cromatografico de cada analito, utilizando os volumes de 4,0 mL e 5,0 mL,

no modo de eluigao direta e em etapas.

FIGURA 26 - AREAS DE PICO CROMATOGRAFICO DO MPB, EPB, PPB e BPB, NO MODO DE
ELUICAO DIRETA E EM ETAPAS COM (a) 4,0 mL E (b) 5,0 mL.
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FONTE: A autora (2022).

E possivel constatar que a eluicdo em etapas promoveu uma melhor dessorgdo dos
analitos, ao utilizar o volume de 4,0 mL de solvente, a eluicdo em etapas apresentou areas de
pico cromatografico 2 a 4 vezes maiores quando comparadas a eluigéo direta. Ja ao utilizar
volume de 5,0 mL o ganho em termos de area de pico foi em média 3,8 vezes.

De forma analoga ao que acontece na LLE, na SPE, a adigéao de aliquotas de menor
volume de solvente promovem um maior tempo de contato com os analitos, o que favorece a
dessor¢cao dos mesmos e aumenta assim a eficiéncia de extracdo, quando comparado a
adicao de um volume maior de solvente em uma unica etapa (Langas, 2004).

Desse modo, para a eluicdo dos analitos na ultima etapa do procedimento de
extragdo, selecionou-se 0 modo de eluicdo que promovesse um acumulo de area de pico
cromatografico superior a 95%, ou seja, 0 modo em etapas com volume de 5,0 mL em 5
adicoes de 1,0 mL cada. Assim, o fator de enriquecimento foi de 30 vezes.

Vale ressaltar que cerca de 3% dos analitos ainda permanecem na fase extratora,
sendo necessario uma etapa de limpeza entre ensaios que fagcam a reutilizagdo da fase

extratora.

4.8 ENSAIO EM URINA HUMANA

Os cromatogramas obtidos, pds extracdo, das amostras doadas pelos 5 voluntarios,

assim como, os cromatogramas referentes a inje¢gdo dos padrdes dos parabenos e Pl na
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concentragdo de 1,0 yg mL™", estdo representados na FIGURA 27, onde foram monitorados
os comprimentos de onda dos analitos (a) 254 nm e do PI (b) 222 nm.

FIGURA 27 - CROMATOGRAMAS REFERENTES A EXTRACAO E DETERMINACAO DOS
PARABENOS UTILIZANDO URINA HUMANA, COM COMPRIMENTOS DE ONDA MONITORADOS
DE (a) 254 nm E (b) 222 nm.
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FONTE: A autora (2022)

Conforme observado na FIGURA 27b as urinas humanas avaliadas néao
apresentaram interferentes no tempo de retencédo referente ao Pl. Ja em relagdao aos
parabenos, na FIGURA 27a, nota-se que todas as amostras apresentaram interferéncia para
o MPB e EPB no comprimento de onda monitorado de 254 nm, contudo, € possivel o
monitoramento do PPB e BPB no comprimento de onda de maxima absorgcéo, uma vez que
nao foi observada interferéncia significativa em relagao a esses analitos.

Assim, para que fosse possivel a utilizacao das amostras para as etapas posteriores
do trabalho, avaliou-se a monitorizagdo do MPB e EPB em outros comprimentos de onda,
onde nao houvesse absorg¢ao para os interferentes, somente para os analitos. Na FIGURA 28
estdo representados os cromatogramas obtidos, pos extracdo, assim como, O0s
cromatogramas referentes a inje¢cao dos padroes dos parabenos na concentragao de 1,0 ug
mL™", no comprimento de onda de 270 nm.
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FIGURA 28 - CROMATOGRAMAS REFERENTES A EXTRACAO E DETERMINACAO DOS
PARABENOS UTILIZANDO URINA HUMANA, COM COMPRIMENTO DE ONDA MONITORADO DE

270 nm.
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Com base na FIGURA 28, para o comprimento de onda de 270 nm ¢é possivel
quantificar os parabenos mais polares com baixo nivel de interferéncia. Dessa forma, os
comprimentos de onda monitorados, nas etapas posteriores desse trabalho, estédo
apresentados na TABELA 23.

TABELA 23 - COMPRIMENTOS DE ONDA MONITORADOS PARA OS PARABENOS E PI.
Comprimento de

Composto onda (nm)
MPB 270
EPB 270
PPB 254
BPB 254
ATZ 222

Os extratos finais, obtidos apds a etapa de eluicdo, das amostras provenientes dos
voluntarios com idade acima de 40 anos, apresentaram uma coloragao mais turva em relagao
aos demais, além de uma maior intensidade dos picos interferentes. Assim, optou-se por
preparar um pool com as amostras 1 e 3, oriundas dos doadores mais jovens, que
apresentaram um extrato final com menor quantidade de sal, e esse pool foi utilizado nas

etapas posteriores deste trabalho.
4.9 REUTILIZACAO DA FASE EXTRATORA

Utilizando-se um unico hidrogel, foram realizadas 15 extragcdes sucessivas,
executadas em dois dias, entre os quais, o hidrogel juntamente com o holder, ficaram
submersos em agua ultrapura a 4 °C, de modo a garantir que o material se mantivesse
intumescido. A fase extratora apresentou estabilidade fisica e mecanica, ja que permaneceu

intacta e ndo apresentou danos, mesmo sendo exposta, ao vacuo, a agua, solvente organico
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(MeOH) e amostra biologica em pH 3,0, durante as extragdes, além do armazenamento sob

refrigeracdo. Os resultados obtidos para esse ensaio estao representados na FIGURA 29.

FIGURA 29 - RAZOES A./Ari DAS 15 EXTRACOES SUBSEQUENTES PARA O MPB, EPB, PPB E
BPB EMPREGANDO O HIDROGEL P20PC2,0.
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Conforme observado no grafico da FIGURA 29, a dispersado aleatéria dos dados
indicou nao haver presenca de efeito memoria, ou seja, a etapa de limpeza e
recondicionamento da fase sorvente se mostrou eficiente, possibilitando a reutilizacao.

Os valores de RSD obtidos para as extracdes foram de 29,0%, 18,4%, 10,4% e 7,0%
para o MPB, EPB, PPB e BPB, respectivamente. Conforme descrito anteriormente, uma
menor vazao de percolagdo da amostra pode acarretar no efeito negativo de a prépria matriz
da amostra promover a dessorcao dos analitos menos apolares, além do fato da fase extratora
ter maior afinidade com compostos mais apolares, explicando assim os maiores valores de
RSD para os compostos MPB e EPB quando comparados ao PPB e BPB. Entretanto, foi
possivel a realizagao de 15 extragbes com valores de RSD < 20% para mais de 75% dos
compostos estudados.

O principal objetivo no desenvolvimento de novas fases extratoras é suprir as
desvantagens apresentadas pelas fases extratoras comerciais, que apresentam alto custo e
séao utilizadas uma unica vez (Novakova et al. 2009). Desse modo, apesar da necessidade de
estudos mais criteriosos a respeito da sintese e processos de interagao, a auséncia de efeito
memoria e estabilidade do hidrogel tem apresentado resultado positivo quanto a reutilizagéo
do mesmo, podendo ser futuramente avaliado para um numero ainda maior de extragdes,
principalmente por nao ter sido constatada uma tendéncia de diminuigdo no desempenho de

extracdo até quinze vezes de uso.
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Dessa forma, um material que supre as desvantagens supracitadas, podendo ser
reutilizado e consequentemente apresentando um menor custo, além de contribuir com os

principios da quimica verde, ja que o reuso do material acarreta em uma menor geracao de

residuos.

4.10 AVALIACAO DOS PARAMETROS DE MERITO

4.10.1 Linearidade, LLOD e LOD

A linearidade do método foi avaliada para a faixa de concentragdo de 0,1 a 1,0 ug
mL" de acordo com os trabalhos desenvolvidos por Rigkos et al. (2021) e Tartaglia et al.
(2019), onde os autores utilizaram a técnica de LC-DAD para a determinagéo de parabenos
em amostras de urina.

Assim, as curvas analiticas extraidas foram obtidas pela extracdo de amostra de
urina humana branco enriquecidas com analitos e Pl. A FIGURA 30 apresenta as curvas

analiticas obtidas para cada um dos analitos.

FIGURA 30 - CURVAS ANALITICAS EXTRAIDAS OBTIDAS PARA O (A) MPB, (B) EPB, (C) PPB E
(D) BPB, (n=3).
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A TABELA 24 apresenta a faixa linear de trabalho, os dados da regresséo linear e os
valores de LLOQ para cada analito.

TABELA 24 - PARAMETRO DE LINEARIDADE E LLOQ.

L : LLOQ
Analito  F2Xa Linear Fanagao da reta R? Conc. _RSD  Exatiddo
(ug mL") y=ax+b) (ugmL?) (%) (%)
MPB _ 0,1-10 _ y=049627 x—0,02629 _ 0,9926 0,1 174 1182
EPB 01-1.0 _ y=0,63600x—0,02141 0,995 0.1 121 109.8
PPB_ 01-10 _ y=096275x+0,01072 0,999 0.1 64 101.7
BPB  04-10  y=124171x+002220 _ 00992 0. 3,8 101.3

R2: coeficiente de determinagdo; a: coeficiente angular e b: coeficiente linear.

Com base na ANOVA, com nivel de confianga de 95%, as regressoes lineares foram
significativas para os 4 analitos, uma vez que o valor de Fca, foi superior ao Fiapb., além disso,
a distribuicdo dos residuos foi aleatéria.

De acordo com os guias de validacao das agéncias regulatérias, ANVISA e FDA, a
linearidade deve apresentar um coeficiente de determinagido (R?) acima de 0,99. Ja o LLOQ
€ determinado como a menor concentracao da curva analitica que apresente valores de RSD
inferiores a 20% e exatidao entre 80 — 120%. Com base na TABELA 24, contata-se que os
quatro analitos apresentaram linearidade adequada para faixa de concentracdo avaliada.
Além da obtencdo de um LLOQ com a menor concentragdo mensurada. Vale ressaltar que
com a diminuigao da polaridade, ha também a diminuigao do valor de RSD para o LLOQ,
resultado condizente com o fato de que analitos de menor polaridade sofrem menos o efeito
negativo da dessor¢do dos analitos da fase sorvente pela propria matriz, além da maior
interagdo com a fase extratora.

Ja o LOD obtido foi de 0,034, 0,020, 0,007, e 0,005 yg mL™", para o MPB, EPB, PPB
e BPB, respectivamente. A TABELA 25 apresenta um comparativo entre os trabalhos

publicados na literatura e o método desenvolvido.
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TABELA 25 — COMPARAGCAO DE METODOS PARA DETERMINAGAO DE MPB, EPB, PPB E BPB
EM URINA.

o Pré-
Preparo de Técnica 4 4 P
amostra analitica tratuarri'rr\:zanto LLOQ (pug mL™) LOD (ug mL") Referéncias
Hidrolise (Carrasco-
DLLME cLC-Uv o 0,023 - 0,036 0,007 — 0,011 Correa et al.
enzimatica
2015)
(Rigkos et al.
FPSE LC-DAD - 0,01 0,003 2021)
_ ) (Tartaglia et al.
FPSE LC-DAD 0,1 0,03 2019)
MEPS  LC-Msms — Hidrolise 4 54005 0,00033 0,0001 (Silveira et al.
enzimatica 2020)
UPLC- Hidrolise (Dewalque et
SPE MS/MS enzimatica 0,0003 — 0,001 0,00009 - 0,00037 al. 2014)
SPE LC-DAD i 0,1 0,005 — 0,034 Presente
trabalho

DLLME: microextragao liquido-liquido dispersiva; cLC: cromatografia liquida capilar; UV: detector
ultravioleta; FPSE: fabric phase sorptive extraction; DAD: detector de arranjo de diodo; MEPS:
microextragdo em sorvente empacotado; LC: cromatografia liquida; MS/MS: espectrometria de
massas sequencial; SPE: extracdo em fase solida e UPLC: cromatografia liquida de ultra eficiéncia.

Os valores determinados de LLOQ e LOD para os parabenos estao de acordo com
o encontrado na literatura utilizando técnicas analiticas similares. Também se observa que
trabalhos que apresentam menores valores desses parametros utilizaram detectores mais
sensiveis, como € o caso do espectrometro de massas, entretanto, acarretam em um maior
custo.

Portanto, o método desenvolvido apresenta as vantagens de n&o requerer o preé-
tratamento da amostra, o que diminui 0 numero de etapas do procedimento, além de utilizar

equipamentos de menor custo, tornando assim o método mais barato e menos moroso.

4.10.2 Precisao e exatidao

Os dados de precisao e exatidao avaliados a partir da obtencao da curva analitica,

estdo apresentados na TABELA 26.
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TABELA 26 - PRECISAO E EXATIDAO OBTIDOS PARA CADA CONCENTRAGAO DA CURVA
ANALITICA (n=3).

Analito Concentragéo (ug mL") RSD (%) Exatidao (%)
0,1 17,4 118,2
0,2 10,7 89,0
MPB 0,5 10,1 108,0
0,8 2,1 100,3
1,0 6,4 102,1
0,1 12,1 109,8
0,2 6,5 93,6
EPB 0,5 14,2 103,3
0,8 4,5 97,7
1,0 3,4 102,8
0,1 6,4 101,7
0,2 9,2 94,9
PPB 0,5 1,5 99,8
0,8 22 100,8
1,0 9,0 96,6
0,1 3,8 101,3
0,2 3,9 97,5
BPB 0,5 50 99,5
0,8 3,3 101,1
1,0 6,8 98,8

Conforme preconizam os guias de validacdo de metodologia analitica, os valores
obtidos de RSD foram inferiores a 20% para o LLOQ e 15% para os demais pontos, para os
quatro analitos. Assim como, a exatiddo para a menor concentracdo da curva analitica e
demais pontos, esta situada na faixa de 80 — 120% e 85 — 115%, nessa ordem.

Assim, o método analitico desenvolvido apresenta precisao e exatidao satisfatéria
para os quatro analitos.

Além disso, como foram utilizados discos de hidrogel diferentes para cada curva
analitica, utilizando-se dispersées de PVOH e pectina preparadas em dias distintos, € possivel
afirmar com base nos valores de RSD que o material desenvolvido apresenta reprodutibilidade
satisfatéria, contrariamente as fases comercialmente disponiveis para SPE, que apresentam

uma baixa reprodutibilidade entre lotes (Novakova et al. 2009).

4.11 APLICACAO DA METODOLOGIA ANALITICA DESENVOLVIDA

Nas amostras onde ocorreu a fortificagdo apenas com PI, foi avaliado o valor de
concentracao encontrados para os analitos. Ja nas amostras fortificadas com os parabenos e
Pl, foi calculada a média da concentracdo encontrada, o valor de RSD em relacédo a
concentracao adicionada e a recuperacao. Os valores estdo apresentados na TABELA 27
enquanto os cromatogramas das amostras com e sem fortificagdo estdo apresentados na
FIGURA 31.



FIGURA 31 - CROMATOGRAMAS REFERENTES A EXTRAGAO DAS AMOSTRAS DE URINA (a)1,
(b) 2 E (c) 3, SEM E COM FORTIFICACAQ.
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TABELA 27 - RESULTADOS DA APLICACAO DA METODOLOGIA DESENVOLVIDA (n=3).

AMOSTRA
ANALITOS 1 | 2 | 3
MPB
Concentragao na amostra <LOD <LOD <LOD
Concentracgao adicionada 0,50 pg mL-" 0,50 pg mL-" 0,50 pg mL-"
Concentragdo encontrada 0,40 yg mL" 0,44 ug mL" 0,53 ug mL"
RSD/ % 20,4 36,2 30,1
Recuperacao/ % 80,7 88,0 105,6
EPB
Concentragédo na amostra <LOD <LOD <LOD
Concentragao adicionada 0,50 pug mL-" 0,50 ug mL-" 0,50 yg mL-"
Concentragao encontrada 0,48 ug mL-" 0,50 ug mL-" 0,54 yg mL-"
RSD/ % 14,2 15,0 6,6
Recuperacao/ % 971 100,2 107,2
PPB
Concentragdo na amostra <LOD <LOD <LOD
Concentragao adicionada 0,50 pg mL-" 0,50 pg mL-" 0,50 pg mL-"
Concentragdo encontrada 0,51 yg mL-" 0,56 pug mL-" 0,51 pg mL-"
RSD/ % 10,8 13,6 10,0
Recuperacao/ % 102,0 112,9 102,0
BPB
Concentracdo na amostra <LOD <LOD <LOD
Concentracgao adicionada 0,50 pg mL-" 0,50 pg mL-" 0,50 pg mL-"
Concentragdo encontrada 0,52 pg mL-" 0,59 pyg mL-" 0,55 pg mL-"
RSD/ % 10,8 14,6 18,2
Recuperacao/ % 105,2 117,9 110,5
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Conforme apresentado na FIGURA 31, nas trés amostras de urina humana
analisadas os analitos ndao foram detectados. Desse modo, foi realizada a fortificacdo das
amostras e arazao obtida de A./Ap obtidas para cada analito foram substituidas nas equacoes
da curva analitica determinadas para cada um deles, fornecendo assim o valor de
concentragao determinada.

Para o EPB e PPB os valores de precisao foram satisfatérios para as trés amostras,
ou seja, abaixo dos 15%, assim como, a exatiddo expressa em termos de recuperagédo, com
valores entre 85 e 115%. Ja o BPB apresentou resultados aceitaveis de recuperacgao para as
trés amostras e precisdo para as amostras 1 e 2.

Ja o MPB foi 0 analito que apresentou os resultados mais discrepantes, com valores
de RSD acima de 15% e recuperacao abaixo dos 85%. Como explanado anteriormente, o
MPB apresenta um Log kow de 1,96, apresentando carater muito mais polar que os demais
analitos avaliados. Assim, pode estar havendo uma competicao de interagao entre o analito-
fase extratora e analito-matriz, justificando assim a baixa precisao, além disso, pode estar
ocorrendo um maior efeito matriz para esse composto nas amostras avaliadas. Como as
composi¢des de urina humana variam muito entre os individuos, o método ndo apresentou
resultado satisfatério para a determinacdo de MPB nessas amostras, o que nao significa que
0 método nao podera ser aplicado para a determinacéo desse analito em outras amostras, ja
que o mesmo apresentou linearidade, precisao e exatidao aceitaveis.

Dessa maneira, conclui-se que o método desenvolvido para a determinacao de
parabenos em amostras de urina pode ser satisfatoriamente aplicado, sendo que para

parabenos com maior valor de Log kow ha aumento na precisao e exatidao.



89

5 CONSIDERAGOES FINAIS

Neste trabalho foi desenvolvida uma fase sorvente, para aplicacdo em SPE, baseada
em hidrogel. Essa fase foi utilizada para a extracdo de desreguladores endocrinos em
amostras de urina humana e posterior determinagéo por LC-DAD. Para tal, foi desenvolvido
um meétodo cromatografico, que promoveu uma separagao satisfatéria dos quatro analitos
(MPB, EPB, PPB e BPB) em apenas 10 minutos.

Ja em relagao a fase extratora, foram avaliados alguns parametros em relagao a sua
composig¢ao, como, as diferentes proporgdes entre os polimeros constituintes e as diferentes
concentracdes das dispersdes utilizadas. Todos os hidrogéis avaliados foram capazes de
promover a extragao dos quatros analitos, mesmo com a diferenga de polaridade entre eles,
uma vez que o valor de Log kow €ncontra-se na faixa de 1,96 - 3,57, evidenciando que se
comportam como fases de carater anfifilico, e apresentam um custo muito menor em
comparagao as fases comerciais, como HLB, por exemplo.

Além disso, o hidrogel selecionado é sintetizado a partir de polimeros de origem
natural, como a pectina, apresentando a vantagem de ser biodegradavel, e também de
polimeros de origem sintética como PVOH, que sao capazes de conferir resisténcia fisica ao
material. Ambos os polimeros exibem as vantagens de serem atdxicos e também de
apresentarem um baixo custo.

Todavia, um dos principais objetivos no desenvolvimento de novos materiais
sorventes é que os mesmos possam ser reutilizados. O hidrogel avaliado pode ser reutilizado
por no minimo 15 vezes, o que acarreta em reducao do custo do material e também coopera
com a quimica verde para uma menor geracao de residuos.

Assim sendo, o método desenvolvido, empregando a nova fase sorvente, apresentou
linearidade satisfatoria, alcangando LLOQ de 0,1 yg mL" para os quatro compostos e LOD
com valores entre 0,034 - 0,005 ug mL™".

Ademais, a aplicagao do material em amostra bioldgica apresentou precisao, inferior
a 15%, e exatidao, entre 85 - 115%. Esses resultados demonstram que além da repetibilidade,
o hidrogel também apresenta reprodutibilidade apropriada.

Em suma, foi possivel o desenvolvimento de uma metodologia analitica que permitiu
a determinacao de parabenos em matriz bioldgica, como a urina. Contudo, vale ressaltar a
necessidade de mais estudos em relagdo aos processos de interacédo entre o hidrogel e os
analitos, além do emprego desse mesmo material para outras classes de compostos e

diferentes matrizes.
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com menor impacto ambiental e de baixo custo quando comparadas que outras fases sortivas atualmente
utilizadas.

O principal beneficio para o voluntario da pesquisa é a satisfagdo pessoal na contribuicdo em beneficio da
ciéncia e no desenvolvimento de novos materiais extratores e métodos de analise. Houve a inclusdo da
frase que ndo havera beneficio direto ao participante”

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

O pesquisador descreve que "o método analitico para determinagdo de aminas aromaticas em urina de
voluntarios fumantes passivos e ativos sera desenvolvido e validado utilizando amostras de urina branco,
fornecida por voluntarios ndo fumantes. Nesta etapa serdao otimizados os procedimentos de extracao
empregando dispositivos lab-made baseados em fases sortivas de gel e também serdo otimizados os
métodos cromatograficos envolvidos na determinagdo dos compostos selecionados. Apds a validagdo dos
métodos analiticos desenvolvidos, os mesmos serdo aplicados a amostras de urina de fumantes passivos e
ativos.

Como critérios de inclusdo e exclusdo, o pesquisador considera:
"Critério de Inclusdo:

Os critérios de inclusdo serdo distintos para cada grupo de voluntarios.
Como critério de inclusdo para o grupo dos fumantes ativos, os voluntarios devem fazer uso
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regular de cigarros num periodo minimo de 7 dias anteriores a coleta de urina.

Para o grupo de fumantes passivos, o critério de inclusdo & que os voluntarios dividam uma residéncia com
fumantes ativos, o qual deve ter feito uso regular de cigarros convencionais num periodo minimo de 7 dias
anteriores a coleta de urina do fumante passivo. O critério de exclusdo para este grupo € que os voluntarios
tenham feito uso de produtos de tabaco (ex: narguilé, cigarros eletrdnicos, etc) num periodo minimo de 30
dias anteriores a coleta de urina.

O grupo de ndo-fumantes, cujas amostras de urina serdo empregadas no desenvolvimento dos métodos
analiticos e na avaliagdo preliminar dos parametros de mérito dos mesmos, tem como critérios de inclusdo a
abstinéncia de qualquer produto de tabaco num periodo minimo de 30 dias anteriores a coleta de urina e a
ndo coabitagdo com fumantes ativos neste mesmo periodo.

Critério de Exclusao:

Os critérios de exclusdo serdo distintos para cada grupo de voluntarios.

Para o grupo dos fumantes ativos e para o grupo dos nao-fumantes ndo ha critérios de exclusao.

O critério de exclusdo para o grupo dos fumantes passivos & que os voluntarios tenham feito uso de
produtos de tabaco (ex: narguilé, cigarros eletrénicos, etc) num periodo minimo de 30 dias anteriores a
coleta de urina.”

Estratégias para o recrutamento

Sera estabelecido contato com possiveis voluntarios através do e-mail institucional da UFPR do pesquisador
principal, convidando alunos matriculados na Graduagao e no Programa de Pos-Graduagao em Quimica da
UFPR. Este e-mail também sera distribuido pelo Departamento de Quimica para os demais departamentos
e programas de pds-graduacdo. Neste convite sera solicitada a participacdo voluntaria de individuos
pertencentes a trés grupos distintos: fumantes ativos, fumantes passivos e ndo fumantes. Os
esclarecimentos serdo apresentados na forma de uma conversa simples, solicitando a participacao
voluntaria de individuos usuarios de cigarro, para fornecer as amostras reais, explicando de maneira simples
e concisa os objetivos do estudo e qual sera sua participacdo no projeto de pesquisa. serdo voluntario sera
apresentado o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e explicado os detalhes do projeto, e

com a concordancia final do participante, sera solicitada a assinatura do TCLE.
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Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Todos os termos foram apresentados.

Recomendacgoes:

Nao ha.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Considerando-se que todos os pontos questionados foram esclarecidos e modificagbes pertinentes ao TCLE
foram realizadas a contento, visando a manutencao do carater ético do projeto, este parecerista é favoravel
ao desenvolvimento da pesquisa.

Favor inserir em seu TCLE e TALE o nimero do CAAE e o numero do Parecer de aprovagdo, para que
possa aplicar aos participantes de sua pesquisa, conforme decisdo da Coordenacao do CEP/SD de 13 de
julho de 2020.

Apéds o isolamento, retornaremos a obrigatoriedade do carimbo e assinatura nos termos dos novos projetos.
Qualquer davida, retornar e-mail ou pelo WhatsApp 41-3360-7259.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Solicitamos que sejam apresentados a este CEP, relatérios semestrais e final, sobre o andamento da
pesquisa, bem como informagdes relativas as modificagbes do protocolo, cancelamento, encerramento e
destino dos conhecimentos obtidos, através da Plataforma Brasil - no modo: NOTIFICACAO. Demais
alteracdes e prorrogacdo de prazo devem ser enviadas no modo EMENDA. Lembrando que o cronograma
de execucdo da pesquisa deve ser atualizado no sistema Plataforma Brasil antes de enviar solicitagdo de
prorrogagao de prazo.

Emenda — ver modelo de carta em nossa pagina: www.cometica.ufpr.br (obrigatério envio).

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacdo
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 08/06/2021 Aceito
do Projeto ROJETO 1745189.pdf 09:18:44
Projeto Detalhado / |projeto_ CEP_BJGS_02_corrigido.docx 08/06/2021 | BRUNO JOSE Aceito
Brochura 09:16:31 | GONCALVES DA
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Investigador projeto_ CEP_BJGS_02_corrigido.docx 08/06/2021 |SILVA Aceito
09:16:31
Outros Carta_simples_pendencias_CEP.docx 08/06/2021 |BRUNO JOSE Aceito
09:15:47 | GONCALVES DA
SILVA
TCLE/ Termos de |TERMO_DE_CONSENTIMENTO_LIVR | 08/06/2021 |BRUNO JOSE Aceito
Assentimento / E_E_ESCLARECIDO_03_corrigido.docx| 09:15:28 |GONCALVES DA
Justificativa de SILVA
Auséncia
TCLE/ Termos de [TERMO_DE_CONSENTIMENTO_LIVR | 30/04/2021 |BRUNO JOSE Aceito
Assentimento / E_E_ESCLARECIDO_02.docx 09:53:00 |GONCALVES DA
Justificativa de SILVA
Auséncia
Projeto Detalhado / |projeto_ CEP_BJGS_01.docx 29/04/2021 |BRUNO JOSE Aceito
Brochura 15:55:36 |GONCALVES DA
Investigador SILVA
Outros Check_List_Documental_02122020_ok_| 29/04/2021 |BRUNO JOSE Aceito
assinado_final.pdf 15:54:34 | GONCALVES DA
SILVA
Outros Termo_Anuencia_Graducao.pdf 29/04/2021 |BRUNO JOSE Aceito
15:51:23 |GONCALVES DA
SILVA
Outros TERMO_DE_GUARDA_DE_MATERIAL| 29/04/2021 |BRUNO JOSE Aceito
_BIOLOGICO.pdf 15:49:38 |GONCALVES DA
SILVA
Outros DECLARACAO_DE_COMPROMISSOS | 29/04/2021 |BRUNO JOSE Aceito
_DA_EQUIPE_DA_PESQUISA.pdf 15:48:40 |GONCALVES DA
SILVA
Outros CONCORDANCIA_DOS_SERVICOS_E| 29/04/2021 |BRUNO JOSE Aceito
NVOLVIDOS.pdf 15:47:45 |GONCALVES DA
SILVA
Outros ANALISE_DO_MERITO_CIENTIFICO.p | 29/04/2021 |BRUNO JOSE Aceito
df 15:47:04 |GONCALVES DA
SILVA
Outros Aprovacao_PPGQ_Extrato_Ata_CEP.pd| 29/04/2021 |BRUNO JOSE Aceito
f 15:46:34 |GONCALVES DA
SILVA
Outros CARTA_DE_ENCAMINHAMENTO_DO_| 29/04/2021 |BRUNO JOSE Aceito
PESQUISADOR_AO_CEP.pdf 15:45:14 |GONCALVES DA
SILVA
Folha de Rosto folhaDeRosto_assinada.pdf 29/04/2021 |BRUNO JOSE Aceito
15:41:48 |GONCALVES DA

Situagao do Parecer:
Aprovado
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Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao

CURITIBA, 16 de Junho de 2021

Assinado por:
IDA CRISTINA GUBERT
(Coordenador(a))
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