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RESUMO

A necessidade de determinar compostos em baixas concentracdes a partir de matrizes
complexas, como as amostras biolégicas, torna o desenvolvimento de técnicas de
preparo de amostras um grande desafio e uma tarefa constante. Neste contexto, esse
trabalho propde o emprego de campos elétricos, o desenvolvimento e a aplicacdo de
materiais nanoestruturados por Layer-by-Layer (LBL) em processos de extracdo. A
primeira estratégia é desenvolvida no capitulo Il e apresenta trés aplicacdes de
eletroextracdo multifasica (MPEE) utilizando uma ponta de papel comercial. A ponta de
papel foi primeiramente caracterizada, a qual apresentou caracteristicas importantes
para um suporte e sorvente, como simplicidade composicional (predominantemente
celulose), porosidade, hidrofilicidade e estabilidade fisica e quimica. O método usando
MPEE e UHPLC-MS/MS foi eficiente para a determinacdo de cocaina em saliva,
enquanto os métodos usando MPEE, UHPLC-PDA e DIA (DIA; andlises de imagens
digitais) foram eficientes para a determinacdo de doxorrubicina em saliva.
Ambos apresentaram figuras de mérito aceitaveis e adequadas para 0 objetivo
proposto, inclusive seletividade. Vale ressaltar, a compatibilidade da MPEE com
diferentes técnicas de separacdo e deteccdo e, portanto, a sua versatilidade. Ja no
capitulo IV, a outra estratégia foi baseada no desenvolvimento de filmes
nanoestruturados por LBL e aplicacdo na extracdo de farmacos, drogas de
abuso e inseticidas. Para isso, o filme (PDDA/MWCNT);, foi depositado sobre a ponta
de papel e sobre frascos de borossilicato. A deposicdo linear das
10 bicamadas foi confirmada por espectroscopia UV-Vis e a morfologia do filme foi
avaliada. A ponta de papel-(PDDA/MWCNT),, foi aplicada na MPEE dos diferentes
compostos a partir de saliva, os quais foram posteriormente determinados por
UHPLC-MS/MS. Nesse caso, 0 revestimento da ponta de papel ndo favoreceu a
extracdo. Em contrapartida, o frasco de borossilicato-(PDDA/MWCNT)o apresentou
resultados positivos para a extracdo desses compostos a partir da saliva. Essa
aplicacdo se expandiu para amostras de urina e &gua superficial, alcancando um
aumento significativo do sinal analitico de até 12 vezes. Ademais, esses materiais

podem ser reutilizados por no minimo 5 vezes. Por fim, as estratégias utilizadas, os



materiais e métodos desenvolvidos representam grandes avangos para a area de

preparo de amostras e podem ainda ser explorados para diversas aplicagdes.

Palavras-chave: Eletroextracdo multifasica. Filme multicamadas. Cromatografia liquida.

Espectrometria de massas. Farmacos.



ABSTRACT

The need to determine compounds in low concentrations from complex matrices, such
as biological samples, makes the development of sample preparation techniques a great
challenge and a constant task. In this context, this work proposes the use of electric
fields, the development and application of Layer-by-Layer (LBL) nanostructured
materials in extraction processes. The first strategy is developed in Chapter Il and
presents three applications of multiphase electroextraction (MPEE) using a commercial
paper point. The paper point was first characterized, which presented important
characteristics for a support and sorbent, such as compositional simplicity
(predominantly cellulose), porosity, hydrophilicity and physical and chemical stability.
The method using MPEE and UHPLC-MS/MS was efficient for the determination of
cocaine in saliva, while the methods using MPEE, UHPLC-PDA and DIA (DIA; digital
image analysis) were efficient for the determination of doxorubicin in saliva. Both
presented acceptable and adequate figures of merit for the proposed objective, including
selectivity. It is worth mentioning the compatibility of MPEE with different separation and
detection techniques and, therefore, its versatility. In Chapter 1V, the other strategy was
based on the development of nanostructured films by LBL and application in the
extraction of drugs and insecticides. For this, the (PDDA/MWCNT)yo film was deposited
on the paper point and on borosilicate bottle. Linear deposition of the
10 bilayers was confirmed by UV-Vis spectroscopy and film morphology was evaluated.
The paper point-(PDDA/MWCNT),p was applied to the MPEE of the different
compounds from saliva, which were later determined by UHPLC-MS/MS. In this case,
the coating of the paper material did not favor the extraction. In contrast, borosilicate
bottle-(PDDA/MWCNT);0 showed positive results for the extraction of these compounds
from saliva. This application has expanded to urine and surface water sampling,
achieving a significant increase of the analytical signal by at least 12 times. Furthermore,
these materials can be reused. Finally, the strategies used, the materials and methods
developed represent great advances in the area of sample preparation and can still be

explored for several applications.



Keywords: Multiphase electroextraction. Multilayer film. Liquid chromatography. Mass
spectrometry. Drugs.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Representacao do espaco ortogonal tridimensional RGB ...............ccccevvvvennnn. 32

Figura 2. Classificacdo das técnicas de microextracdo assistidas por campos elétricos

....................................................................................................................................... 36
Figura 3. Processo de montagem de filmes LBL pela técnica de imerséo .................... 48
Figura 4. Estrutura quimica da COCAINA.............ciiiiieeiiiiiiiiee e 52
Figura 5. Estrutura quimica da doXorrubiCing............coooiiiiiiiiiiiiieieeeee e 54

Figura 6. Conjunto experimental utilizado no processo de MPEE: microtubos de

polipropileno modificados para contato elétrico (A) e dispositivo multipocos de 66

lugares com as pontas de papel posicionadas sobre o suporte (B) ........ccovvvvvvvviineeeennn. 55
Figura 7. Figura esquematica do sistema de MPEE.............ccccccceiiiiiiiiinniiiecc e 56
Figura 8. Pontas de papel COMEICIAIS .........uuuuuuruuuriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiee e 57

Figura 9. Imagens obtidas por MEV em diferentes magnificacdes (A) e o espectro EDS
(B) da poNnta d€ PAPEI......ccooeeeiiiee e e ———————————— 72
Figura 10. Espectro FTIR da ponta de papel...............uuuuuimmiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinees 73
Figura 11. Difratograma de raios-X (A) e curvas de TG e de dTG (B) da ponta de papel

Figura 12. Efeito do solvente organico na fase doadora sobre a MPEE de cocaina
(A; n = 5) e efeito das solucdes ACN:NH4Ac 25 mmol L™ (20:80 viv) e ACN:MeOH:HAc
(45:45:10 v/viv) sobre a dessorcao da cocaina extraida (B; n = 5). A area do pico foi
normalizada pelo maior valor médio obtido em cada experimento.............cccccvvveeeennnn.. 75
Figura 13. Superficie de resposta, obtida pelo planejamento Doehlert, para avaliacdo
do potencial elétrico e do tempo aplicados na MPEE de cocaina em saliva e
determinacao por UHPLC-MS/MS ... 76
Figura 14. Cromatogramas dos extratos do branco e cromatogramas dos extratos
fortificados (1 g LY referentes a saliva artificial (A) e a saliva real (B). Os
cromatogramas referem-se a transicao de quantificacdo (304 > 182 M/z)..................... 78
Figura 15. Grafico de dispersdo dos residuos em funcdo das concentracdes da curva

de calibracéo da cocaina em saliva artificial ...............cccoeviiiiiiiiiiiiii 78



Figura 16. Eficiéncia de extracdo (EF) para a cocaina em saliva artificial por MPEE
(A; n = 5) e comparacdo entre extracbes da cocaina (25 ug L™) a partir de saliva
artificial (S1) e de saliva real (B; S2-S6; N =5)...ccciiiiiiiiiiii e 82
Figura 17. Efeito da composicao da fase organica (A) e efeito do solvente organico na
fase doadora (B) sobre a MPEE de doxorrubicina e do padrao interno (n = 3).............. 83
Figura 18. Superficie de resposta, obtida pelo planejamento Doehlert, para a avaliacao
do potencial elétrico e do tempo aplicados na MPEE de doxorrubicina (A) e do padrao
interno (B) em saliva, e determinacao por UHPLC-PDA ..., 85
Figura 19. Mapa de contorno, obtido pelo planejamento de misturas Centroide-Simplex,
para a avaliacdo da solucao de dessorcéo para a doxorrubicina extraida..................... 86
Figura 20. Avaliacdo do procedimento de dessorcdo da doxorrubicina e do padréo
interno extraidos (N = 3). Ultra = UraSSOM .........ccoiiiiiiiiiiii e 87
Figura 21. Cromatogramas do extrato do branco e do extrato fortificado, na
concentracdo de 50 pg L™ para a doxorrubicina e 300 pg L™ para o padréo interno (A) e
a curva de calibracdo, obtida pelo método de MPEE de doxorrubicina em saliva real e
determinacao por UHPLC-PAD (B; N = 5) oo 88
Figura 22. Eficiéncia de extracdo (EF) para a doxorrubicina em saliva real por MPEE
(A; n = 3) e comparacgao entre extragbes de doxorrubicina a partir de 5 amostras de
saliva real (A; S1-S5; n = 5), sendo que a S1 foi usada em todo processo de validagao

Figura 23. Intensidade dos canais RGB para as pontas de papel com e sem limpeza
(A; n = 3) e imanges das pontas de papel com e sem limpeza apos a MPEE de
doxorrubicina (1 mg L™) em saliva artificial (B) ..........ccccceeereereeeeeeeeeeeeeeseeseeenen e, 91
Figura 24. Superficie de resposta, obtida pelo planejamento Doehlert, para avaliacdo
do potencial elétrico e do tempo aplicados na MPEE de doxorrubicina em saliva e
determinaGao POF DIA ... 92
Figura 25. Curva de calibracdo obtida pela MPEE de doxorrubicina em saliva real e
determinaGao POI DIA (N = 5) et 93
Figura 26. Representacdo da folha de grafeno (A) e dos nanotubos de carbono de
paredes MUILIPIAS (MWCNT; B) ..uuuiii i e e e e e e e e e e e e e 96



Figura 27. Esquema representativo do processo de formagdo das multicamadas de
T Y1V YAV N O P 102
Figura 28. Pontas de papel (A) e frascos de borossilicato (B) antes (material da
esquerda) e apos (material da direita) a deposicdo do flme (PDDA/MWCNT)q0......... 107
Figura 29. Espectros UV-Vis obtidos pela deposicédo de 10 bicamadas PDDA/MWCNT
em quartzo (A) e a absorbancia em 256 nm em fungdo do numero de
(o] or=T g g F=To F= RSN (=) SO 109
Figura 30. Imagens do filme (PDDA/MWCNT)1 sobre a ponta de papel (A) e sobre o
frasco de borossilicato (B), em diferentes magnitudes...........ccceeveeeeeieieeiiiiiiiiieeeeeeeeeanns 110
Figura 31. Cromatogramas dos extratos de saliva aritificial fortificados na concentragéo
de 200 pg L™* para os diferentes compostos. Os cromatogramas referem-se a transicédo
de quantificacdo para cada composto analiSado.............cccceevveviiiiiiiiiiieeee e 111
Figura 32. Porcentagem de extracdo de varios compostos por MPEE, usando as pontas
de papel revestidas ou néo revestidas com o filme (PDDA/MWCNT);0, € determinacéo

POF UHPLC-MS/MS, N S 3 ceeiiiiiiiii ittt ettt e e e e e e e e e e s e b e e eeaeeaenanns 112
Figura 33. Efeito do tempo para a extracdo de varios compostos pelo frasco de
borossilicato-(PDDA/MWCNT) 10, N = St 113
Figura 34. Efeito da composicdo da solucdo para a dessor¢cdo de varios compostos
extraidos pelo frasco de borossilicato-(PDDA/MWCNT)10, N = 3 evvvviieeeeeieiiiiiiiieeeenne. 114
Figura 35. Extracdo de Varios compostos pelo frasco de
borossilicato-(PDDA/MWCNT);o a partir de diferentes matrizes, n =3 .........ccccevvvnnnnnn. 115

Figura 36. Comparacado entre as areas do pico de varios compostos extraidos pelo
frasco de borossilicato-(PDDA/MWCNT)1 a partir de 700 pL (ou 0,7 mL) e 10 mL de
urina artificial (A) e de agua superficial (B), N = 3 ..., 116
Figura 37. Estudo de reutilizacdo do frasco de borossilicato-(PDDA/MWCNT)i na
extracdo de varios compostos a partir de amostras de saliva artificial (A), urina artificial
(B) e agua superficial (C), M =5 ... 119



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Trabalhos descritos na literatura envolvendo técnicas de preparo de amostras
assistidas por campos elétricos para analise de compostos bioquimicamente ativos,
farmacos, drogas e seus metabdlitos em fluidos biolOgQICOS...........ccvvvvvvvveiiiiiiiiiiiiiiennn, 39
Tabela 2. Trabalhos descritos na literatura envolvendo a aplicagdo de filmes

nanoestruturados por LBL em técnicas de preparo de amostras para matrizes biolégicas

Tabela 3. Condi¢bes cromatograficas e do sistema MS/MS para a determinacdo de
(oo o7 1] 0 - 60
Tabela 4. Condi¢cdes cromatogréaficas para a determinacao da doxorrubicina .............. 65
Tabela 5. Parametros de regressao da curva de calibracdo e os respectivos somatorios
de ER para cada fator de ponderacdo (w). Onde: aw, bw e rw representam as
estimativas de MMQP para os coeficientes linear, angular e de correlacéo,
TS o L=To 1)Y= 1 41T o (P 79

Tabela 6. Figuras de mérito para o método de MPEE de cocaina em saliva e

determinaGao Por UHPLC-MS/MS ... e 80
Tabela 7. Figuras de mérito para o0 método de MPEE de doxorrubicina em saliva e
determinaGao POr UHPLC-PDA ... e e e e e e e e e 89

Tabela 8. Figuras de mérito para o método de MPEE de doxorrubicina em saliva e
determinaGao POI DIA ... e 93
Tabela 9. Compostos avaliados na extracdo pelo filme nanoestruturado LBL e suas
rESPECHIVAS PrOPIIEUATES .......uuiuiiiiiiiiiiiiiiiti bbb snnsannee 98
Tabela 10. Condi¢Bes cromatograficas e do sistema MS/MS para a determinagédo dos
farmacos, drogas de abuso € INSEtiCIdas .............ceeiiii i 104
Tabela 11. Avaliacéo da reprodutibilidade de 5 frascos de
borossilicato-(PDDA/MWCNT);0 ha extracdo de varios compostos a partir de amostras
de saliva artificial, urina artificial e agua superficial ..............ccccceeei i 117



ACN
ATR
CE

CS
CZE
CYECS

C4D

DAH
DIA
DLLME

DPV
dTG
EA-SPE

EA-SPME

EDS

EE
EME
ENB
ESI
2-ETH
M-EE
CEE

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Acetonitrila

Reflexdo total atenuada (Attenuated Total Reflectance)

Eletroforese capilar (Capillary Electrophoresis)

Quitosana (Chitosan)

Eletroforese capilar de zona (Capillary Zone Electrophoresis)
Quitosana modificada com cloridrato de cisteamina (Cysteamine
Hydrochloride-Modified Chitosan)

Detector condutométrico sem contato acoplado capacitivamente
(Capacitively Coupled Contactless Conductivity Detector)
Diaminohexano

Andlises de imagem digital (Digital Image Analysis)

Microextracdo liquido-liquido dispersiva (Dispersive Liquid-Liquid
Microextraction)

Voltametria pulsada diferencial (Differential Pulse Voltammetry)
Derivate Thermogavimetric

Extracdo em fase sélida assistida por campos elétricos (Electric Field-
Assisted Solid Phase Extraction)

Microextracdo em fase sélida assistida por campos elétricos (Electric
Field-Assisted Solid Phase Microextraction)

Detector de raios-X por energia dispersiva (Energy Dispersive
Detector)

Eletroextragao (Electroextraction)

Eletroextragdo em membrana (Electromembrane Extraction)
1-etil-2-nitrobenzeno

lonizacao por eletronebulizac&o (Electrospray lonization)

2-etil hexanol

Micro-eletroextracdo (Micro-Electroextraction)

Eletroextracdo capilar (Capillary Electroextraction)



W-EME

FA
FD
FIA
FID
FLM
FO
FTIR

G-EME
GC

HA
HDL
HPLC

LBL
LC
LD
LED
LDL
LLE
LLME
LQ
MALDI

MEPS

MEV

MMQP
MMQO

Micro-eletroextracdo em  membrana  (Micro-Electromembrane
Extraction)

Fases aceptoras

Fase doadora

Analise por injecdo em fluxo (Flow Injection Analysis).

Dectector de ionizacdo por chama (Flame lonization Detector)
Membrana liquida livre (Free Liquid Membrane)

Fase organica

Infravermelho com transformada de Fourrier (Fourier Transform
Infrared)

Gel-Electromembrane Extraction

Cromatografia a gas (Gas Chromatography)

Acido hialurénico (Hyaluronic Acid)

Lipoproteina de alta densidade (High-Density Lipoprotein)
Cromatografia liquida de alta eficiéncia (High Performance Liquid
Chromatography)

Layer-by-Layer

Cromatografia Liquida (Liquid Chromatography)

Limite de Deteccgéo

Diodos emissores de luz (Light-Emitting Diode)

Lipoproteina de baixa densidade (Low-Density Lipoprotein)

Extracdo liquido-liquido (Liquid-Liquid Extraction)

Microextracdo liquido-liquido (Liquid-Liquid Microextraction)

Limite de Quantificagéo

lonizacdo e dessorcdo a laser assistida por matriz (Matrix-Assisted
Laser Desorption/lonization)

Microextragdo por sorvente empacotado (Microextraction by Packed
Sorbent)

Microscopia Eletrbnica de Varredura

Método dos Minimos Quadrados Ponderados

Método dos Minimos Quadrados Ordinarios



MPEE
MRM
MS
MS/MS
MSPE
MSPD
MWCNT

NPPE
NPOE
NTC
Pa-EME

PDA

PDDA

PET

POM

PSS

RGO

SBSE
SDS-PAGE

SLM
SPE
SPME
SWCNT

TG
TOF
UHPLC

Eletroextracdo multifasica (Multiphase Electroextraction)
Monitoramento de Reacdes Mdultiplas

Espectrometria de massas (Mass Spectrometry)

Espectrometria de massas sequencial (tandem Mass Spectrometry)
Extracdo em fase solida magnética (Magnetic Solid Phase Extraction)
Dispersédo da matriz em fase solida (Matrix Solid Phase Dispersion)
Nanotubos de carbono de paredes multiplas (Multi-Wall Carbon
Nanotubes)

2-nitrofenil pentil éter

2-nitrofenil octil éter

Nanotubos de carbono

Eletroextracdo em membrana em paralelo (Parallel-Electromembrane
Extraction)

Detector de arranjo de fotodiodos (Photodiode Array Detector)

Poli (dialildimetilamonio)

Politereftalato de etileno

Polioxometalato

Poli (estireno sulfonato)

Oxido de grafeno reduzido

Extracdo sortiva em barra (Stir Bar Sorptive Extraction)

Eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil-sulfato de sddio
(Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis)
Membrana liquida suportada (Supported Liquid Membrane)

Extracdo em fase solida (Solid Phase Extraction)

Microextracdo em fase solida (Solid Phase Microextraction)
Nanotubos de carbono de parede simples (Single-Wall Carbon
Nanotubes)

Termogravimétrica

Detector de tempo de voo (Time Of Flight)

Cromatografia liquida de ultra performance (Ultra Performance Liquid
Chromatography)



uv Detector de ultravioleta (Ultraviolet detector)

W Fator de ponderacéo (Weighting factor)

2-phase EME  Eletroextracdo em membrana bifasica (2-phase Electromembrane
Extraction)

3-phase EE Eletroextragéo trifasica (3-phase Electroextraction)
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CAPITULO | - INTRODUCAO

1.1. Introducéao

Determinacfes analiticas para analitos em baixissimas concentracdes e ainda
em amostras complexas demandam técnicas analiticas sensiveis, seletivas e,
preferencialmente, de baixo impacto ambiental. Porém, por mais seletiva e sensivel que
seja a técnica analitica, ela ainda apresentara algumas limitages, as quais podem,
pelo menos em parte, ser minimizadas pela etapa de preparo de amostras
(Bordin et al., 2015). A etapa de preparo de amostras tem por objetivo a separacdo da
substancia alvo a partir da matriz, minimizando o efeito de interferentes, e favorecendo
a pré-concentracdo ou a conversdo do analito em uma forma mais adequada
a andlise. Consequentemente, é observada uma melhoria na seletividade, na
sensitividade e na resolucdo dos problemas analiticos (Bordin et al., 2015;

Borges & de Figueiredo & Queiroz, 2015; Campos et al., 2015; Niu et al., 2018).

Com o desenvolvimento de novas tecnologias para a extracdo e a concentracao
de substancias em nivel traco, tornou-se possivel a determinag¢do de metais, farmacos,
drogas e seus metabdlitos, mesmo quando presentes em matrizes complexas, como as
amostras bioldgicas. Embora muitos sejam o0s avancos nessa area, diferentes
estratégias sdo abordadas na tentativa de minimizar as limitacbes das técnicas de
preparo de amostras convencionais, como as fontes de erros, a baixa seletividade, o
longo tempo de andlise, o elevado consumo de solventes e amostras, além do custo
(Bordin et al., 2015; Campos et al., 2015; Niu et al., 2018).

Nos ultimos anos, a associacdo de campos elétricos as técnicas usuais tem sido
uma eficiente abordagem para tal finalidade, com destaque para a eletroextracdo em
membrana (EME) (Drouin et al., 2019; Pedersen-Bjergaard & Huang & Gjelstad, 2017;
Pedersen-Bjergaard, 2019) e as recentes modalidades de eletroextracdo (EE) (Raterink
et al.,, 2013; Schoonen et al., 2014; Orlando et al., 2019; Oedit et al.,, 2020;
Oedit & Hankemeier & Lindenburg, 2021; He et al., 2021). O campo elétrico aplicado
tem a funcdo de promover a migracdo eletroforética de espécies carregadas,
favorecendo a velocidade de transferéncia da amostra para uma fase de interesse e
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garantindo seletividade ao processo (Campos et al., 2015; Majors, 2014;
Yamini & Seidi & Rezazadeh, 2014; Wuethrich & Haddad & Quirino, 2016).

Além da aplicacédo de campos elétricos, outras pesquisas direcionadas a busca e
a utilizacdo de materiais com maior potencial extrativo, propriedades diferenciadas,
dimensobes reduzidas, facilidade de sintese e/ou baixo custo tém sido desenvolvidas
(Ahmadi et al., 2017; Nazario et al., 2016; Tang & Zhang & Lee, 2016; Xu et al., 2016).
A presenca caracteristica de uma periodicidade adicional de constituintes também pode
originar outros atributos ao material sorvente tornando-o passivel para novas aplicacdes
tecnolégicas (Borges & Mano, 2014; Richardson & Bjérnmalm & Caruso, 2015;
Richardson et al., 2016; Zhang et al., 2019).

Nesse contexto, materiais nanoestruturados obtidos pela técnica de deposicao
camada por camada ou Layer-by-Layer (LBL) sobre um substrato, podem conferir as
vantagens de interacdes seletivas e maior afinidade com o meio, e por isso aplicagbes
em diversas areas sao encontradas (catalise, Optica, separacbes, energia e
biomedicina) (Borges & Mano, 2014; Richardson & Bjérnmalm & Caruso, 2015). Além
da seletividade, os filmes multicamadas automontados podem apresentar alta
estabilidade fisica, quimica e/ou térmica, devido as fortes interacdes sequenciais entre

as camadas depositadas (Zhang et al., 2019).

Diante das vantagens apresentadas anteriormente e com base nos avancgos
recentes na area de eletroextracdo e na obtencdo de materiais sorventes mais
eficientes para o preparo de amostras, o presente trabalho propde duas estratégias
para a extracdo de farmacos, drogas de abuso e inseticidas a partir de amostras de
saliva. A primeira se baseia na eletroextracdo multifasica (MPEE) usando um sorvente
de celulose comercial e um dispositivo multipocos. A segunda envolve a producao de
filmes nanoestruturados por LBL sobre o sorvente celuldsico e frascos de borossilicato,
usando nanotubos de carbono (NTC) e um polimero catiénico (poli(dialildimetilamonio);
PDDA), para a sorcao efetiva e seletiva dos compostos alvo a partir de saliva. A
determinacdo dos analitos extraidos foi realizada por cromatografia liquida de ultra
eficiéncia acoplada a espectrometria de massas sequencial (UHPLC-MS/MS) e

acoplada a detecgcédo por arranjo de fotodiodos (UHPLC-PDA), além de analises de
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imagens digitais (DIA). Os materiais nanoestruturados também foram aplicados em

outras amostras complexas (urina e de agua de cérrego).
1.2. Objetivos

Este trabalho tem como objetivo principal desenvolver metodologias eficientes e
materiais sortivos para a extracdo de farmacos, drogas de abuso e inseticidas a partir
de saliva e outras amostras complexas, usando como abordagens o preparo de
amostras assistido por campos elétricos e materiais nanoestruturados pela técnica LBL.

Para melhor compreensédo, os objetivos especificos foram divididos em duas

partes:

12 Parte: Eletroextracdo multifasica usando um sorvente celulésico comercial (ponta de
papel) e um dispositivo multipogos
e Caracterizar a ponta de papel por diferentes técnicas analiticas;
e Aplicar a ponta de papel no processo de MPEE de cocaina e doxorrubicina em
saliva e determinar os analitos por UHPLC-MS/MS, UHPLC-PDA ou DIA;
e Avaliar as condicdes de extracdo e de dessorcao e, por fim, validar os métodos

desenvolvidos.

22 Parte: Producdo de materiais sorventes nanoestruturados pela t+écnica LBL e

aplicacao no preparo de amostras

e Produzir materiais sorventes nanoestruturados pela técnica LBL, usando as
pontas de papel e os frascos de borossilicato como substratos, e NTC e PDDA
como materiais de revestimento;

e Caracterizar as multicamadas e a morfologia do filme nanoestruturado;

e Aplicar os materiais revestidos pelo filme nanoestruturado no sistema de MPEE e
na extracdo de farmacos, drogas de abuso e inseticidas a partir de saliva e
outras amostras complexas e determinar os analitos por UHPLC-MS/MS;

e Avaliar as condicbes de extracdo e de dessorcdo e, por fim, avaliar alguns

parametros do método desenvolvido.
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CAPITULO Il - REVISAO DA LITERATURA

2.1.Farmacos e drogas de abuso em matrizes biologicas

Para o diagnostico de doencas e suas progressdes, monitoramento terapéutico,
analises clinicas e toxicologicas tém-se a disponibilidade de uma gama de amostras
biolégicas, dentre elas plasma, sangue, urina, soro, saliva, suor, mecénio, humor
vitreo, cabelo, leite materno, entre outras. Caracteristicas interessantes como
menor complexidade composicional, estabilidade, facilidade de coleta e maior
janela de deteccdo tém atraido a atencdo para amostras alternativas em detrimento
dos fluidos tradicionais urina, sangue e plasma (Bordin et al., 2015; Dasgupta, 2017;
Niu et al., 2018).

Amostras de suor permitem a deteccdo de farmacos e drogas dias apdés o
consumo, enquanto amostras de cabelo permitem detectar até anos. O cabelo € uma
matriz menos passivel de adulteracdo, substituicdo e diluicdo durante o processo de
coleta, como é feito com amostras de urina (Bordin et al., 2015; Dasgupta, 2017;
Niu et al., 2018). Algumas drogas também sdo armazenadas de forma relativamente
estavel no humor vitreo durante processos de putrefacdo ou de extensas reacdes
quimicas, fazendo com que este fluido tenha grande visibilidade para analises
postmortem (Bordin et al., 2015). Investigacdes ainda mais especificas, como a
exposicao fetal as drogas (incluindo as drogas de abuso) pela made, podem ser
realizadas através do meconio, pela acumulacdo de substancias no intestino do feto
(Bordin et al., 2015; Dasgupta, 2017). Além das amostras citadas acima, destaca-se a

saliva como uma importante matriz, a qual sera abordada detalhadamente a seguir.
2.1.1. Saliva: uma matriz alternativa e promissora

A saliva, ou fluido oral (termo amplo), tem sido utilizada principalmente
para a verificacdo do uso recente de farmacos e drogas psicoativas por
motoristas ou vitimas de acidentes e em ambientes de trabalho, e por isso varios
trabalhos estdo descritos na literatura empregando essa matriz (Bassoti et al., 2020;
Fiorentin et al.,, 2017; Malaca et al., 2019; Millan-Santiago et al.,, 2021,
Saar-Reismaa et al.,, 2020; Scherer et al, 2020; Schepens et al., 2017,
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Sorribes-Soriano et al., 2019, 2020). O biofluido é classificado como um liquido incolor
que apresenta células desprendidas da mucosa bucal, uma mistura de salivas
secretadas por glandulas bucais e até mesmo restos de alimentos. Quimicamente é
composto por agua (~98%), proteinas (0,7%, geralmente amilase), glicoproteinas e

eletrdlitos, e no geral o seu pH € levemente acido (Bordin et al., 2015; UNODC, 2014).

Farmacos e drogas sdo incorporados a saliva a partir do sangue por difusdo
passiva, ultrafiltracdo ou secrecdo ativa, e podem ser detectados na forma né&o
metabolizada. A difusdo passiva é o principal mecanismo de transferéncia, sendo
restrita aos compostos com baixo peso molecular (< 500 Da), ndo ionizados ou néo
ligados a proteinas (Bordin et al., 2015; Choo & Huestis, 2004). Nesse contexto,
variacbes no pH (de 5,5 até 7,9) podem alterar a relacdo de concentracdo dos
compostos entre a saliva e o plasma (S/P). Geralmente, substancias bésicas
apresentam uma razao S/P maior do que 1 e tendem a ficar retidas na saliva, enquanto

gue para as substancias acidas essa razdo é menor do que 1 e, portanto, se
concentram no sangue (Choo & Huestis, 2004; UNODC, 2014).

Como vantagens dessa matriz tém-se a facilidade de coleta, que por sua vez néo
é invasiva, ndo requer profissional treinado e é passivel de monitoramento. Como
consequéncias hd menores chances de adulteracdo, como ocorre com amostras de
urina. Vale mencionar a maior concentracdo do farmaco/droga original frente aos
metabodlitos e a possibilidade de estabelecer uma relacdo entre a concentracdo da
substancia na saliva e a sua fracdo livre no plasma, que por sua vez, depende da
quantidade de proteinas nesse fluido (Al Za'Abi & Deleu & Batchelor, 2003;
Choo & Huestis, 2004). Ademais, € possivel obter multiplas amostras e tém-se a
disponibilidade de materiais comerciais para coleta (como exemplos Omni-Sal®,
OraSure®, OraTect® e Salivette®) e de dispositivos de imunoensaio para andlise local e
imediata (Bordin et al., 2015; Choo & Huestis, 2004; UNODC, 2014).

Ja como limitagfes, pode-se citar: o curto tempo de deteccao (algumas horas até
1-2 dias, sendo um pouco maior para drogas basicas), inconveniente quando se quer
determinar o histérico de uso da substancia; volume restrito (geralmente menor do que

1 mL) e elevada viscosidade da amostra; concentracdes de compostos de interesse em
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nivel traco; e possibilidade de contaminagédo por medicamentos/drogas ingeridos pelas
vias nasais e pela boca (Bordin et al., 2015; Choo & Huestis, 2004; UNODC, 2014).

Quanto a coleta de saliva, h& dois procedimentos principais: expelir diretamente
em frascos de vidro e de polipropileno, ou a absor¢cdo em materiais sorventes, como por
exemplo, swab ou “almofadas” de algoddo. Para o segundo caso, € necessaria uma
etapa posterior de extracdo dos compostos a partir do sorvente por centrifugacdo ou
pelo uso de uma solucao tampéo (Choo & Huestis, 2004; UNODC, 2014).

2.2.Técnicas analiticas para a determinacdo de farmacos e drogas em matrizes

biolégicas

A identificacdo e a quantificacdo de farmacos, drogas e seus metabdlitos em
matrizes biolégicas é uma tarefa desafiadora, especialmente, pela baixa concentracao
frequente desses compostos (niveis ppb e ppt) e pela variedade e quantidade de

substancias organicas e inorganicas interferentes nessas matrizes (Niu et al., 2018).

7

Muitas vezes a substancia € previamente identificada por testes rapidos,
contudo, resultados positivos requerem a confirmacdo por métodos analiticos mais
confiaveis, precisos e sensiveis. Os métodos analiticos mais utilizados para tal
finalidade recorrem das técnicas de cromatografia a gas (GC), cromatografia liquida
(LC), espectrometria de massas (MS) e eletroforese capilar (CE) (Baciu et al., 2015;
Niu et al., 2018; Tamama, 2021). O uso dessas técnicas é encorajado pela
compatibilidade com os niveis de concentragdo das substéncias alvo em matrizes
bioldgicas.

A cromatografia permite a separacdo de compostos em uma mistura pela
distribuicdo deles entre duas fases (fase estacionaria e fase moével) que estdo em
contato direto. Em GC a distribuicAo de compostos volateis ocorre entre uma fase
estacionaria sélida ou liquida e uma fase movel gasosa, ja em LC a distribuicéo
ocorre pela particio dos componentes entre uma fase movel liguida e uma fase
estacionaria. LC ainda apresenta a possibilidade de analisar substancias ndo volateis

e termicamente instaveis, e geralmente dispensam a etapa de derivatizagdo. Os
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métodos cromatograficos conferem alta eficiéncia de separacdo e sensibilidade as
andlises (Cass & Cassiano, 2015; Collins & Braga & Bonato, 2006).

CE fundamenta-se na separacdo de espécies ibnicas ou ionizaveis pela
diferenga de mobilidade em um meio condutivo e sob a influéncia de um campo elétrico.
A separacao ocorre em um capilar, no qual € aplicada uma diferenca de potencial e por
onde passa o0 fluxo de amostra. A mobilidade eletroforética e a separacao
das espécies carregadas dependem do tamanho do ion e da magnitude das cargas
(Da Silva et al., 2007; See & Ali, 2018). Esta técnica apresenta alta capacidade
de separacdo, baixo consumo de amostra e solventes, possibilidade de
automacao, alta resolucdo e menor custo quando comparada a cromatografia,
porém a limitacdo desta técnica esta relacionada a sua baixa detectabilidade
(Baciu et al., 2015; See & Ali, 2018).

Além das técnicas de separacdo supracitadas, destaca-se a MS, que se baseia
na analise da matéria a partir da formacao de ions em uma fase gasosa, usando um
espectrometro de massas. O espectrometro de massas, através da aplicacdo de
campos elétricos e/ou magnéticos, é responsavel pela medida da relacdo massa/carga
(m/z) das espécies carregadas e suas respectivas abundancias (Vessecchi et al., 2011).
Uma etapa crucial nesse processo € a transformacao dos componentes da amostra em
ions livres na fase gasosa, que pode ser realizada pelas etapas de vaporizacao e
ionizacdo, sequenciais ou simultaneas. Dentre as fontes de ionizacdo, destacam-se as
fontes que operam a pressdo atmosférica, como exemplo, a ioniza¢do por eletrospray
(ESI). Na ESI, a amostra liquida é direcionada para um capilar metélico de diametro
reduzido, no qual € aplicada uma diferenca de potencial em kV. A diferenca de
potencial aplicada promove a separacdo de cargas presentes na amostra e assim,
pequenas gotas contendo alta densidade de carga elétrica chegam a extremidade do
capilar, formando o cone de Taylor e o spray. As gotas passam por processos
progressivos de dessolvatacdo, resultando na repulsdo eletrostatica dentro das
goticulas e posterior formagéo de ions gasosos. Por fim, esses ions sdo separados pela
razao m/z e destinados ao detector (Cass & Cassiano, 2015).

A associacado da cromatografia ou da CE com a espectrometria de massas
acarreta em maior rapidez das analises, capacidade de analisar compostos com tempos
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de retengdo similares ou idénticos, e maior sensibilidade analitica. Além disso, elevada
seletividade e especificidade podem ser alcangcadas quando se usa espectrometros de

massas sequenciais (Bordin et al., 2015; Cass & Cassiano, 2015).

A espectroscopia UV-Vis também é integrada as técnicas citadas anteriormente,
apresentando menor custo do que a MS. Essa técnica €& fundamentada nos
fenbmenos de interacdo da radiacdo eletromagnética, a qual se encontra na
regido de 190 a 800 nm, com a matéria. Nessa interacdo, podem ocorrer fenbmenos
isolados ou simultdneos de absorcédo, reflexdo, dispersédo, refracdo, entre outros
(Passos & Saraiva, 2019; Fernandes et al., 2020). Segundo a lei de Lambert-Beer, a
absorbancia (capacidade da matéria de absorver a radiacdo emitida) € proporcional a
concentracdo do analito presente na amostra, dentro de alguns limites, podendo
estabelecer uma correlagédo linear entre esses dois parametros. O sinal luminoso
proveniente da amostra é convertido em sinal elétrico por diferentes tipos de detectores.
O detector PDA é multicanal e tem a capacidade de monitorar o espectro completo
em um curto espaco de tempo. Ademais, esse tipo de deteccdo trata-se de um
processo ndo destrutivo, permitindo a sua utilizagdo em sistemas em fluxo e
sequencial a cromatografia liquida, tdo bem como, seguida de outros detectores
(Passos & Saraiva, 2019).

Além das técnicas convencionais, outras estratégias tém sido abordadas para
determinacdes in situ através de aparatos de baixo custo e de facil acesso.
Nesse contexto, surgiram os métodos colorimétricos baseados na captura de imagens
digitais por cameras digitais, webcams, scanners ou smartphones (Diniz, 2019;
Fernandes et al., 2020). Nas andlises colorimétricas ocorrem principalmente os
fenbmenos de transmisséo e de reflexdo da radiacdo visivel, através da interacdo com
a substancia presente em um solvente ou em um suporte solido. Essa radiacdo
recebida pode ser de diferentes fontes, incluindo os diodos emissores de luz (LED)
(Fernandes et al., 2020). Os dispositivos de captura geram imagens digitais através do
espaco ortogonal tridimensional RGB (Red, Green e Blue). Nessa dimensao, 0s
componentes de cor sao representados por valores entre 0 e 255, totalizando 256 tons

para cada canal e 768 variaveis para o histograma RGB. Assim, as coordenadas de
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maximo no espaco tridimensional RGB séo: [255, 0, 0] para o canal R, [0, 255, 0] para o
canal G e [0, 0, 255] para o canal B (Diniz, 2019), conforme mostrado na figura 1.

Figura 1. Representacao do espaco ortogonal tridimensional RGB
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Fonte: Adaptado de Diniz (2019).

Os sinais analiticos obtidos em cada canal RGB podem ser usados de
maneira direta ou podem ser convertidos em absorbancia ou transmitancia, sendo
posteriormente correlacionados com a concentracdo do analito. Além da acessibilidade,
0S meétodos colorimétricos por imagem requerem consumo reduzido de energia, de
solventes e de amostras, apresentam autonomia de operacao, rapidez e praticidade
nas analises, geralmente sdo ndo destrutiveis, e ainda possibilitam determinacfes
in situ em funcdo da portabilidade dos dispositivos (Fernandes et al., 2020). Dois
trabalhos recentes demonstraram a aplicabilidade dessa técnica na determinagao de
fenazopiridina em amostras de urina, usando um smartphone (Baharfar et al., 2018), e
na determinagao de corantes antimicrobianos em extratos de peixe, usando um scanner
de mesa (Orlando et al., 2019). Ambos concentraram o analito em um material sorvente
para a posterior deteccéo por imagem, obtendo resultados satisfatorios, inclusive baixos

limites de deteccdo (unidades de ng mL™).
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2.3.Preparo de amostras para matrizes bioldgicas

Uma determinacdo analitica muitas vezes requer varias etapas, como a
amostragem, o preparo de amostras, a separacao, a deteccao e determinacdo do teor
e, por fim, o tratamento de dados. A etapa de preparo de amostras consiste em
procedimentos fisicos e/ou quimicos para a transferéncia em massa do composto de
interesse (analito ou interferente) de uma fase doadora (amostra) para uma fase
aceptora. A transferéncia do analito promove a sua concentracdo ou retencdo na fase
aceptora, enquanto a transferéncia de interferentes promove um clean-up da amostra
(Wuethrich & Haddad & Quirino, 2016). Além disso, esta etapa pode ter apenas o
objetivo de compatibilizar fisica e/ou quimicamente a amostra com o sistema analitico
utilizado (Campos et al., 2015).

Desta forma, o preparo de amostras confere a reducdo de interferentes e a
minimizacdo do efeito matriz para a analise quimica, assim como 0 aumento
significativo da seletividade, da sensitividade e do tempo de vida util dos sistemas e
dispositivos analiticos (Bordin et al., 2015; Borges & de Figueiredo & Queiroz, 2015;
Campos et al., 2015; Niu et al., 2018).

Diversas técnicas sdo abordadas e utilizadas para aplicacdes bioanaliticas,
por exemplo, a precipitacdo proteica, a extragdo e a microextracdo liquido-liquido
(LLE e LLME), a extracdo e a microextracdo em fase solida (SPE e SPME), a
extracdo por headspace, a microextracdo liquido-liquido dispersiva (DLLME), a
microextracao por sorvente empacotado (MEPS), a dispersdo da matriz em fase solida
(MSPD), a extracdo sortiva em barra (SBSE), entre outras (Bordin et al., 2015;
Borges & de Figueiredo & Queiroz, 2015; Niu et al., 2018).

Os processos em microescala e automatizados sao preferiveis por
requerer peguena quantidade de amostra e solventes, obter maiores fatores
de pré-concentracdo e possibilitar analises mais rapidas, ininterruptas e
com maior frequéncia analitica e reprodutibilidade (Campos et al., 2015;
Borges & de Figueiredo & Queiroz, 2015).
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2.3.1. Novas estratégias utilizadas no preparo de amostras

Embora as técnicas de preparo de amostra convencionais, como a precipitacéo
proteica, a LLE, a SPE e suas variacOes, apresentem suas vantagens, elas ainda
exibem pouca seletividade, capacidade de pré-concentracdo insuficiente ou s&o
dispendiosas. Além do mais, demandam altos tempos de andlise e sdo consideradas a
maior fonte de erros em analises quimicas (Bordin et al., 2015; Campos et al., 2015;
Niu et al., 2018). Portanto, algumas estratégias sdo adotadas para aumentar a
eficiéncia e a velocidade de transferéncia da substancia alvo durante o preparo de
amostras (Wuethrich & Haddad & Quirino, 2016; Niu et al., 2018), como exemplos:

e O aumento da area de contato entre as fases doadora e aceptora, pela
diminuicdo do volume de solvente ou material extrator;

e O uso de forcas direcionadoras, como pressédo, aquecimento, irradiacdo por
microondas, ultrassom e campos elétricos;

e A exploragcdo das propriedades fisico-quimicas de materiais sorventes e

desenvolvimento de novos materiais.

2.3.1.1. Aplicacdo de campos elétricos em técnicas de preparo de amostras

O crescente numero de publicacbes envolvendo o emprego de campos
elétricos em técnicas de preparo de amostras nas Uultimas duas décadas e
todos os avancos nessa area demonstram a potencialidade dessa estratégia
(Campos et al., 2015; Drouin et al., 2019; Majors, 2014; Pedersen-Bjergaard, 2019;
Pedersen-Bjergaard & Huang & Gijelstad, 2017; Wuethrich & Haddad & Quirino, 2016;
Seip & Gjelstad & Pedersen-Bjergaard, 2015; Yamini & Seidi & Rezazadeh, 2014).

A aplicacdo do campo elétrico permite 0 aumento da cinética e da taxa
de transferéncia de compostos carregados de uma fase doadora (amostra)
para uma fase aceptora, consequentemente ha um ganho na eficiéncia e
reducdo no tempo de extracdo. Métodos de extracdo baseados na forca do campo
elétrico sdo somente aplicaveis a compostos ionizaveis nas condicbes do meio,

contribuindo para maior seletividade e remocédo de interferentes. Ademais, 0 UusoO



35

reduzido de solventes organicos € reportado (Campos et al., 2015; Majors, 2014;
Wouethrich & Haddad & Quirino, 2016; Yamini & Seidi & Rezazadeh, 2014).

Os estudos envolvendo a extracao liquido-liquido assistida por campos elétricos
iniciaram-se com Stichlmair & Schmidt & Proplesch (1992), porém essa técnica so foi
impulsionada com o trabalho de Pedersen-Bjergaard & Rasmussen (2006) envolvendo
sistemas de microextracdo com uma fase liquida suportada (membranas liquidas) em
fibras ocas de polipropileno e com a aplicacdo de campos elétricos, sendo muito

utilizada em matrizes complexas de fluidos biologicos, alimentos e ambientais.

Vérias técnicas foram desenvolvidas e tém sido utilizadas ao longo
dos ultimos anos, como por exemplo: a eletrodialise, a eletrofiltracdo, a polarizacao
por concentracdo de ions, a EE e suas diferentes modalidades (como exemplo, a
eletroextracdo capilar), a EME e suas diferentes modalidades, a extracdo e a
microextracdo em fase solida assistidas por campos elétricos (EA-SPE e
EA-SPME), entre outras (Campos et al.,, 2015; Drouin et al.,, 2019; Majors, 2014;
Pedersen-Bjergaard & Huang & Gijelstad, 2017; Pedersen-Bjergaard, 2019;
Seip & Gjelstad & Pedersen-Bjergaard, 2015; Wuethrich & Haddad & Quirino, 2016;
Yamini & Seidi & Rezazadeh, 2014). Das técnicas de microextracdo mais recentes,
podemos classifica-las em trés principais grupos: extracfes baseadas em liquidos,
em sOlidos e em membranas, conforme mostrado na figura 2. Dependendo da
interpretacdo, uma modalidade pode ser classificada em mais de um método, como por
exemplo, a MPEE pode ser classificada como método baseado em liquidos ou em
sélidos, no dltimo caso o material suporte sera considerado também como uma fase

aceptora (modelo descrito posteriormente).

As técnicas EME e EE, a segunda nas modalidades trifasica e multifasica,

representam hoje o estado da arte nessa area e serao discutidas de forma detalhada.

Na EME, a tensdo é aplicada sobre as fases doadora e aceptora liquidas,
que por sua vez sao separadas por uma membrana liqguida ou membrana liquida
suportada. As membranas liquidas suportadas caracterizam-se por solventes organicos
imisciveis nas demais fases e imobilizados por um material sélido, geralmente
polimeros (como o polipropileno). Hoje em dia, a EME € a técnica de extracao

assistida por campos elétricos mais utilizada, devido as altas taxas de recuperacao, a
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miniaturizacdo, a automatizacdo dos sistemas e ao uso direto da fase aceptora em
técnicas analiticas de separacao e deteccdo (Campos et al., 2015; Drouin et al., 2019;
Pedersen-Bjergaard & Huang & Gjelstad, 2017; Pedersen-Bjergaard, 2019). Ja a
EE é baseada na transferéncia de espécies carregadas de uma fase doadora
liguida de grande volume para uma fase aceptora liquida de menor volume,
sem necessariamente, a presenca de fases intermediarias (Campos et al., 2015;
Yamini & Seidi & Rezazadeh, 2014).

Figura 2. Classificacdo das técnicas de microextracdo assistidas por campos elétricos
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Fonte: Autoria propria.

A presenca de fase(s) intermediaria(s) as fases doadora e aceptora proporciona

uma seletividade extra a analise; em contrapartida ha um aumento da resisténcia total
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do sistema (Orlando et al., 2019; Raterink et al., 2013). Tanto na EME quanto na EE, o
catodo é alocado na fase doadora e o anodo é alocado na fase aceptora para a

extracdo de analitos basicos protonados; o contrario € utilizado para analitos acidos

desprotonados.

Raterink et al. (2013) publicaram um trabalho inovador envolvendo um processo
de eletroextracdo liquido-liquido trifasico (3-phase EE) para a determinacdo de
acetilcarnitinas em plasma. Esse sistema, apresenta 3 fases imisciveis e uma fase
aceptora liquida na forma de gota, imersa na fase orgénica e sustentada por uma
ponteira condutora (figura 2). Como vantagens desta técnica, 0s autores reportaram a
seletividade (principalmente pela escolha da fase orgénica, que se comporta como
filtro) e o pequeno tempo de andlise. Porém, foi obtido baixo fator de enriquecimento
(até 5,1% para 3 min de extracdo) e foi verificada a limitacdo do potencial elétrico

aplicado (até 140 V) devido a instabilidade da gota pendente.

Outros trabalhos recentes e muito relevantes envolvem um sistema de
MPEE, desenvolvido em um plate multipocos para até 66 analises simultaneas
(Moreira, 2018; Orlando et al., 2019). Como diferenca para o sistema trifasico, a fase
aceptora é suportada por um material sorvente (ponta de papel de uso odontolégico), o
que permitiu contornar o problema de instabilidade da gota pendente reportado por
Raterink et al. (2013) e, por conseguinte, a aplicacdo de um potencial elétrico e de

tempos de extracao mais elevados.

O sistema multifasico foi aplicado na extracdo de diferentes compostos em
amostras biolégica, ambiental e de alimentos (Moreira, 2018; Orlando et al., 2019;
Amador et al., 2021; Avelar & Nascentes & Orlando, 2021). A utilizacdo de diversas
técnicas para a quantificacdo dos analitos extraidos também demonstra a versatilidade
do sistema de extragdo. A aplicacdo apresentada por Amador et al. (2021) e por
Avelar & Nascentes & Orlando (2021) contou com a modificagdo do material sorvente
para papel cromatografico, o qual possuia uma ponta triangular. Em todos os trabalhos,
0s autores destacaram a seletividade e o clean-up da amostra, favorecidos pela
presenca de fases com caracteristicas distintas e sequenciais no sistema, e também o

elevado fluxo de trabalho, devido a plataforma multipocos de extragéo.
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Assim como os trabalhos de EE citados acima, outros estudos demonstraram
eficiéncia na EME envolvendo extragées simultaneas em dispositivos multipogos
(Drouin et al., 2017; Eibak et al., 2014; Vardal et al., 2018, 2019). Outro grande avanco
nessa area aborda o desenvolvimento de dispositivos automatizados e em regime
on line com sistemas de separacdo e deteccdo (Fuchs et al., 2016; He et al., 2021,
Hansen et al., 2018; Oedit et al.,, 2020; Oedit & Hankemeier & Lindenburg, 2021;
Petersen et al., 2011; 2012), diminuindo assim o tempo e garantindo a reprodutibilidade

das andlises.

Devido a todos esses avancos e as diferentes modalidades de extracdo com
aplicacao de campos elétricos, muitos estudos sdo descritos na literatura abrangendo a
determinacdo de drogas, farmacos e outros compostos de interesse para bioanalises,
usando fluidos bioldgicos. Além dos trabalhos ja citados anteriormente, na tabela 1 séo
apresentados outros exemplos relevantes. O uso de fluidos alternativos ainda € pouco
explorado nessa area, ao contrario dos fluidos tradicionais (plasma e urina). Sendo isso

um fator motivador para aplicacéo de saliva na MPEE.

Como em qualquer técnica de extracdo, alguns fatores podem influenciar o
rendimento e a eficiéncia do processo e, portanto, devem ser estudados e devidamente
otimizados. Dessa maneira, 0s principais parametros que afetam as extracOes

assistidas por campos elétricos serdo discutidos a seguir.
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Tabela 1. Trabalhos descritos na literatura envolvendo técnicas de preparo de amostras

assistidas por campos elétricos para analise de compostos bioquimicamente ativos,

farmacos, drogas e seus metabdlitos em fluidos biolégicos

Analitos Matriz Preparo de amostra Técnica analitica Ref
Metanfetamina Urina EA-SPME GC-MS Tan et al. (2013)

Peptideos Plasma e urina cEE LC-MS Lindeburg et al. (2010, 2012a)
Acetilcarnitinas Urina cEE LC-MS Lindeburg et al. (2012b)
Acetilcarnitinas Urina u-EE LC-MS Schoonen et al. (2014)

Metabolitos Urina 2-phase EE CE-MS Oedit & Hankemeier & Lindenburg (2021)

Aminas biogénicas Urina 3-phase EE CE-UV Oedit et al. (2020)

Propranolol, amitriptilina, bupivacaina .
) Plasma e urina 3-phase EE FIA-MS He et al. (2021)
e oxeladina

Cocaina e lidocaina Saliva MPEE UHPLC-MS/MS Moreira (2018)

Cocaina e lidocaina Saliva MPEE PS-MS Amador et al. (2021)
Antidepressivos triciclicos Saliva MPEE UHPI;DCS_'\:/ISS/MS ¢ Avelar & Nascentes & Orlando (2021)
Antidepressivos triciclicos Urina EME-EE GC-FID Nojavan et al. (2018)

Antineoplasicos e metabdlitos Plasma EME UHPLC-MS/MS Piskackova et al. (2021)
Antidepressivos, anfetaminas e opioides Sangue, plasma e urina Nano-EME LC-MS Hansen et al. (2018)
Anfetaminas e opioides Urina EME CE-UV Koruni et al. (2014)
Levamisol Plasma, urina e saliva EME HPLC-UV Seidi et al. (2011)
Anti-hipertensivos Saliva EME HPLC-UV Seidi & Yamini & Rezazadeh (2011)
Antidepressivos triciclicos Plasma, urina e saliva EME-DLLME GC-MS Karami & Yamini (2021)
Pseudoefedrina, lidocaina e propranolol Leite materno EME HPLC-UV Asadi & Tabani & Nojavan (2018)
Aminas bioativas Saliva EME CZE-C.D Liu et al. (2014)
Anfetaminas e opioides Saliva EME LC-MS Lodoen et al. (2013)
Propranolol, diltiazem e lidocaina Plasma e urina LLME-EME HPLC-UV Rahimi & Nojavan & Maghsoudi (2020)
Morfina e codeina Plasma e urina G-EME HPLC-UV Rahimi & Nojavan & Tabani (2020)
Fenazopiridina Urina EME UHPLC-UV e DIA Bahafar et al. (2018)
Benzodiazepinas e derivados Plasma EME UHPLC-MS/MS Vardal et al. (2018, 2019)
Amitriptilina, propranolol, bupivacaina e
Plasma Pa-EME CE-Uv Drouin et al. (2017)
haloperidol
Antidepressivos Plasma e urina Pa-EME MS e UHPLC-MS Eibak et al. (2014)
Metadona e metabdlitos Figado de ratos Flow-EME LC-MS Fuchs et al. (2016)
Amitriptilina e metabdlitos Figado de ratos EME UV e MS Petersen et al. (2011, 2012)
Quetiapina, citalopram, amitriptilina,
Plasma EME LC-MS Huang et al. (2014)
metadona e sertralina
Anti-inflamatérios Soro e urina 2-phase p-EME CE-UvV Slampova & Kuban (2019)

EA-SPME (extragdo em fase solida assistida por campos elétricos); cEE (eletroextracdo capilar); EE (eletroextragdo); EME
(eletroextragdo em membrana); 2-phase (bifasica); 3-phase (trifasica); MPEE (eletroextragdo multifasica); DLLME (microextracéo
liquido-liquido dispersiva); LLME (microextragdo liquido-liquido); G- (em gel); Pa- (em paralelo); p- (micro); Flow- (em fluxo); LC
(cromatografia liquida); MS (espectrometria de massas); GC (cromatografia a gas); CE (eletroforese capilar); UV (detector de
ultravioleta); FIA (andlise por inje¢édo de fluxo); UHPLC (cromatrografia liquida de ultra-performance); MS/MS (espectrometria de
massas sequencial); PS (ionizagdo por paper spray); FID (detector por ionizagdo em chama); HPLC (cromatrografia liquida de alta
performance); CZE (eletroforese capilar de zona); C4D (detector condutométrico sem contato acoplado capacitivamente); DIA
(analise por imagem digital); Ref (referéncia).
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Collins & Arrigan (2009) explicam através da equacgdo abaixo (Eqg. 1) a relacao
de dependéncia entre a variacdo do potencial elétrico e a distribuicdo de espécies
ionicas (kp) entre duas fases liquidas imisciveis. Assim, a quantidade do ion distribuido

entre as fases pode ser controlada pela alteracédo do potencial elétrico no meio.
mkp =2 - B (Eq1

Onde: E € o potencial de transferéncia idnica no equilibrio, ou diferenca de potencial da célula
galvanica entre as células; E° é a diferenca do potencial padréo de transferéncia que é relatada
pela transferéncia de energia livre de Gibbs; z é a carga do ion distribuido na interface das
fases imisciveis; R € a constante universal dos gases; F € a constante Faraday, T é a

temperatura do sistema.

A relacdo entre a velocidade de migracdo de uma espécie quimica
carregada quando em solucdo e o campo elétrico no meio é denominada de
mobilidade eletroforética (p.), a qual depende apenas das caracteristicas do
ion (carga elementar, carga efetiva e raio i6nico) e da viscosidade do meio

(Borges & de Figueiredo & Queiroz, 2015), conforme mostrado na Eq. 2.

v ze

e =F = 6mnr

(Eq.2)

Onde: v é a velocidade de migracao do ion; E € o campo elétrico; z é a carga efetiva do ion; e é

a carga elementar do ion solvatado; r € o raio do ion solvatado; n é a viscosidade do meio.

Logo, a forca motriz da transferéncia de espécies carregadas é o campo elétrico
(E), que é diretamente proporcional a diferenca de potencial aplicada, ou voltagem
(Eq. 3) (Yamini & Seidi & Rezazadeh, 2014). Ja a corrente elétrica (I), descrita como o

fluxo de carga elétrica em um meio, tem uma relagéo direta com a voltagem e inversa
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com a resisténcia do sistema, conforme mostra a primeira lei de Ohm (Eq. 4)
(Skoog et al., 2018). Assim, elevada corrente elétrica € gerada quando se tem alta

voltagem ou a resisténcia do sistema é pequena.

14
E=- (Eq3)

I 4 (Eq.4)
Onde: V é a voltagem; d é a distancia entre os eletrodos; R é a resisténcia do sistema.

Nesse sentido, a rapida migracdo dos compostos de interesse, favorecida
pela diferenca de potencial, corrobora para uma reducdo significativa do tempo
de extracdo, alcancando fatores de enriquecimento e recuperacfes significativas
em apenas segundos ou poucos minutos (He et al., 2021; Hansen et al.,, 2018;
Orlando et al., 2019). Essa € uma das grandes vantagens das técnicas assistidas por
campos elétricos quando comparadas as técnicas que utilizam apenas difusdo e/ou

conveccao como meios de transferéncia.

Embora o potencial elétrico e o tempo de extracdo tenham influéncia positiva na
guantidade de espécies carregadas extraidas, efeitos variados ocorrem pelo aumento
demasiado desses dois parametros. Huang et al. (2016) debatem que os sistemas de
EME atingem rapidamente um estado de equilibrio, ou estado estacionario, em relagéo
a transferéncia das espécies carregadas e, portanto, a extensdo do tempo de extracao
se torna desnecessaria. Elevados valores de corrente elétrica e de tempo de extracdo
podem acarretar o acumulo de ions na interface de fases imisciveis, aumentando
assim, a resisténcia a passagem de compostos carregados. Nesse processo, a
passagem forcada e excessiva de cargas entre as fases promove a geracédo de calor
pelo efeito Joule, que se nao efetivamente dissipado pode levar ao superaquecimento
do sistema (Campos et al.,, 2015; Seip & Gjelstad & Pedersen-Bjergaard, 2015;

Yamini & Seidi & Rezazadeh, 2014). Por sua vez, o superaquecimento do sistema pode
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resultar na evaporacdo do solvente orgéanico ou na sua dissolugdo na amostra
(Seidi et al., 2012). A saturacdo da fase aceptora com o tempo também
pode promover 0 retorno dos compostos extraidos para as demais fases
(Raterink et al., 2013). Ademais, Slampova & Kuban (2019) relatam a decomposi¢cao de

diclofenaco durante a aplicagcédo de 120 V em um sistema de EME.

A falta de reprodutibilidade e a perda da eficiéncia de extracdo pelo aumento
do tempo e do potencial elétrico aplicado também podem ser correlacionadas as
reacdes de eletrdlise que ocorrem na interface solugdo-eletrodo, conforme exemplificam
as Eq. 5 e 6 (Drouin et al., 2019; Huang et al., 2016). Essas reacdes provocam
a mudanca no pH das fases aceptora e doadora aquosas e, conseguentemente,
a alteracdo ou neutralizagdo da carga dos analitos. Como resultados desse
fenbmeno, o retorno dos analitos extraidos para as outras fases e a formacédo
de bolhas no sistema podem ocorrer (Drouin et al.,, 2019; Huang et al., 2016;
Seip & Gjelstad & Pedersen-Bjergaard, 2015; Yamini & Seidi & Rezazadeh, 2014).

2H,0 (1) » 0,(g) + 4H* (aq) + 4e~ (4nodo) (Eq.5)

2H*(aq) + 2e~ - H, (g) (catodo) (Eq.6)

Como os dois fatores anteriores, a escolha criteriosa do solvente organico
€ de grande importancia e por isso € parametro comumente estudado. A natureza
ou composicdo do solvente organico tem influéncia no coeficiente de difuséo
dos compostos presentes no sistema, portanto, uma eficiente transferéncia
depende da compatibilidade de lipofilicidade com os analitos (Drouin et al., 2019;
Raterink et al., 2013; Yamini & Seidi & Rezazadeh, 2014). Nos sistemas multifasicos,
o solvente organico é tido como fase intermediaria, evitando a passagem de
compostos indesejaveis para a fase aceptora e conferindo seletividade a andlise
(Raterink et al., 2013). Além do coeficiente de particdo adequado, o solvente organico
deve atender a outros critérios, como: (i) baixa solubilidade em agua (< 1 g L?) e

elevado ponto de ebulicdo (ou baixa pressdo de vapor), evitando a evaporacao e a
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solubilizagdo do solvente orgénico nas demais fases; (i) baixa viscosidade e
condutividade elétrica suficiente para permitir a migracdo de espécies carregadas,
além de uma resisténcia elétrica capaz de manter a corrente elétrica 0 mais
baixo possivel (recomendavel < 50 pA), mesmo que em condicdes de altas
tensdes; (i) compatibilidade com o suporte soélido nos sistemas SLM, mantendo
0 solvente organico imobilizado nos poros do suporte (Drouin et al.,, 2019;
Yamini & Seidi & Rezazadeh, 2014). Esses critérios visam a integridade e a estabilidade

do solvente durante todo o processo de extracao.

Dentre os solventes organicos mais utilizados em EE e EME, podemos
citar os Aalcoois alifaticos de média a alta polarizabilidade e o0s compostos
nitro-aromaticos de alta polarizabilidade, os quais interagem fortemente com
0s compostos carregados por ligacao de hidrogénio. O 2-nitrofenil octil éter (NPOE),
o 2-nitrofenil pentil éter (NPPE) e o 1-etil-2-nitrobenzeno (ENB) apresentam elevado
namero de grupos receptores de H (3 a 4) e auséncia de grupos doadores de H,
o que favorece a interacdo com analitos basicos protonados de baixa
polaridade (log P > 2). Ja o 1-heptanol, o 1l-octanol, o 1-nonanol e o 2-etil hexanol
(2-ETH) apresentam 1 grupo receptor de H e 1 grupo doador de H, podendo
ser utilizados em extracbes analitos basicos ou acidos (Drouin et al., 2019;
Yamini & Seidi & Rezazadeh, 2014). Em detrimento do uso de solventes puros,
algumas estratégias tém sido adotadas para facilitar a transferéncia dos analitos
carregados pela fase organica, como a adicdo de solventes sollveis em agua
(por exemplo, o metanol ou a acetonitrila) (Orlando et al.,, 2019) ou de agentes
ions pareantes (por exemplo, o bis-(2-etil-hexil)fosfato e o tris-(2-etil-hexil)fosfato)
(Drouin et al., 2019; Pedersen-Bjergaard & Huang & Gijelstad, 2017;
Yamini & Seidi & Rezazadeh, 2014).

s

Outro fator importante € o pH das fases envolvidas no processo de extracao
(Yamini & Seidi & Rezazadeh, 2014). Nesse contexto, solucdes acidas sdo empregadas
na fase aceptora para manter os analitos basicos protonados e retidos nessa fase,
enquanto solucdes béasicas sdo usadas para analitos acidos desprotonados
(Drouin et al.,, 2019). Apesar da maior influéncia do pH da fase aceptora sobre

a eficiéncia de extracdo, também é necessario o controle desse parametro na
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fase doadora, para garantir que os analitos estejam efetivamente ionizados
(Yamini & Seidi & Rezazadeh, 2014).

Como dito anteriormente, a transferéncia de espécies carregadas em técnicas
que empregam campos elétricos ocorre principalmente por migracdo eletroforética, mas
processos de difusdo e conveccdo também ocorrem. A difusdo pode ser manipulada
pela composicdo das fases, enquanto que a conveccdo pode ser beneficiada
pela agitacdo da amostra. Além da convecc¢do, a agitacdo reduz a camada estagnada
e garante a reposicdo dos analitos entre as fases imisciveis. Dessa maneira,
€ possivel obter altos niveis de recuperacdo em tempos menores (Campos et al., 2015;
Drouin et al., 2019). Embora a agitacdo seja favoravel, a maioria dos dispositivos
de EE e EME sédo operados em modo estatico, devido ao pequeno volume dos
compartimentos e a instabilidade das fases envolvidas.

Todas as vantagens e possibilidades apresentadas nesse tOpico motivam o
desenvolvimento de metodologias para a extracdo de drogas de abuso, farmacos e

outros compostos a partir de amostras de saliva, usando a MPEE.
2.3.1.2. Nanomateriais em técnicas de preparo de amostras

A eficiéncia de extracdo depende principalmente da capacidade de interagéo, do
tempo e da area de contato entre o sorvente/solvente e o analito. Nos métodos
baseados em solidos, a sor¢éo pode ser ajustada pela escolha criteriosa de um material
sorvente ja existente ou pelo desenvolvimento de novos materiais com propriedades
diferenciadas (Ahmadi et al., 2017; Nazario et al., 2016; Tang & Zhang & Lee, 2016).

7

Além da seletividade, € interessante que os materiais sortivos apresentem alta
area superficial, estabilidade fisica e quimica, propriedades magnéticas, dispersibilidade
em agua, anfifilicidade e, ndo menos importante, facilidade de sintese e/ou baixo custo
(Nazario et al., 2016; Tang & Zhang & Lee, 2016).

Nesse contexto, a aplicacdo de nanomaterias em técnicas de preparo de
amostras tem ganhado atencdo de diversos grupos de pesquisa. Os nanomateriais
apresentam dimensdes reduzidas, tipicamente de 1 a 100 nm, podem apresentar

diferentes morfologias e sé@o facilmente funcionalizaveis. Essas caracteristicas tém
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efeitos positivos para a termodindmica e para a cinética da extracdo. Entre os materiais
mais utilizados, podemos citar 0os nanomateriais de carbono, as nanoparticulas
metalicas, as nanoparticulas magnéticas, os nanomateriais baseados em silica e
0S nanosorventes baseados em polimeros (incluindo os polimeros molecularmente
impressos) (Ahmadi et al., 2017; Xu et al.,, 2016). Além desses, destacam-se
os filmes nanoestruturados pela técnica LBL, os quais podem ser produzidos para
aplicacoes diversas (Borges & Mano, 2014; Richardson & Bjérnmalm & Caruso, 2015;
Richardson et al., 2016; Zhang et al., 2019).

Filmes nanoestruturados pela técnica Layer-by-Layer

O interesse pelos filmes finos constituidos de multicamadas automontadas
pela técnica LBL se d&, principalmente, pela versatilidade, simplicidade de
execucdo e o custo relativamente baixo de producdo, necessitando de poucos
aparatos de laboratério e, em geral, dispensando o uso e a exposicdo a solventes
organicos (Borges & Mano, 2014). LBL baseia-se na deposicdo de materiais
camada por camada sobre um determinado substrato, sendo possivel obter
o controle da espessura nanométrica das camadas depositadas e das
propriedades fisico-quimicas dos filmes formados (Borges & Mano, 2014;
Richardson & Bjornmalm & Caruso, 2015; Richardson et al., 2016; Zhang et al., 2019).

Materiais formados por multicamadas foram inicialmente propostos por
ller (1966), envolvendo interacfes eletrostaticas com adsorcdo alternada de particulas
coloidais carregadas eletricamente. Posteriormente, Maoz et al. (1988) propuseram a
formacdo das camadas através de interacdes quimicas, geralmente ligacdes covalentes
e utilizaram o termo “self-assembly”. Ja na década de 90, Decher et al. (1997),
baseados nas ideias de ller (1966), propuseram um sistema multicamadas empregando
moléculas contendo grupos idnicos, como compostos anfifilicos e polieletroélitos,

denominando de técnica Layer-by-Layer.

A versatilidade da técnica esta relacionada principalmente com a possibilidade
de usar substratos de diferentes tamanhos, formas e porosidade, como superficies
planas, membranas, fibras, material bioldgico, particulas e nanoparticulas magnéticas,

tdo bem como uma variedade de materiais de recobrimento bioldgicos ou sintéticos,
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como polimeros, biomateriais (proteinas, lipidios, DNA, polissacarideos carregados e
virus), e substéancias inorganicas carregadas (nanoparticulas, argila, nanofolhas e
cristais de zedlita modificados). A escolha dos materiais de revestimento permite o
desenvolvimento de filmes funcionais para interacbes pré-determinadas com o meio,
tendo aplicabilidade em diversas &reas, como Optica, catalise, energia, separacéo e
biomedicina (Borges & Mano, 2014; Richardson et al., 2015).

As forcas de adeséo das camadas que conferem estabilidade aos filmes LBL s&o
as interacfes ou as reacbes que ocorrem entre 0s materiais intercalados. Embora as
interacOes eletrostaticas sejam as mais comuns, também séo abordadas as interacfes
hidrofébicas, a coordenacdo quimica, a transferéncia de cargas, as interacdes
bioespecificas e do tipo host-guest, além das ligacbes de hidrogénio e das ligacdes
covalentes. O fator eletrostatico permite interagdes ibnicas fortes e consequentemente
a formacdo de filmes mais uniformes e estaveis. Contudo, as interacdes do tipo
bioespecificas, host-guest ou por coordenacdo quimica garantem interacdes mais
especificas e seletivas (Borges & Mano, 2014; Zhang et al., 2019). As interacfes entre
camadas conferem propriedades especiais ou melhoradas aos filmes multicamadas
guando comparados a outros compdsitos, como: maior resisténcia a tracdo e a ruptura,
capacidade de amortecimento, indice de refracdo manipulavel, maior condutividade

térmica e elétrica, elevada barreira para gases, entre outras (Zhang et al., 2019).

Os métodos baseados em forcas eletrostaticas ocorrem inteiramente em meio
aquoso e solugdes diluidas, gerando filmes compativeis com sistemas biolégicos
e aplicacbes biomédicas. Nesses sistemas, a compreensdao dos parametros
pH, temperatura, forca ibnica, propriedades dos polieletrolitos e dos solventes
utilizados, é importante para o0 controle dos processos de crescimento e das
caracteristicas (espessura, rugosidade, estrutura interna, estabilidade, entre outros)
dos filmes automontados (Borges & Mano, 2014). Por exemplo, a variacdo do pH do
meio pode alterar o grau de ionizacdo dos polieletrolitos utilizados no sistema
LBL, influenciando drasticamente na espessura das camadas (Choi & Rubner, 2005;

Shiratori & Rubner, 2000).

Desenvolvimentos tecnoldgicos nessa area sdo focados especialmente na

diminuicdo do tempo de deposicdo das camadas, no maior dominio das propriedades
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dos filmes formados em substratos planares, na abolicdo do uso de forcas
direcionadoras complexas e de dificil associacdo com sistemas de larga escala (como
exemplo, a centrifugacéo), na diminuicdo da agregacao de substratos particulados e no
desenvolvimento de sistemas automatizados. A automatizacdo dos processos gera
maior reprodutibilidade para os filmes nanoestruturados e possibilita a producao

continua e em larga escala (Richardson et al., 2016).
Montagem de filmes nanoestruturados por Layer-by-Layer

Diferentes forcas dirigentes (imersdo, rotacdo, alta gravidade, pulverizacao,
eletrodeposicdo, magnetismo, filtracdo, entre outras) sdo exploradas para aumentar a
eficiéncia de deposicdo das multicamadas em sistemas LBL. Essas forcas séo
aplicadas nas cinco técnicas convencionais de montagem dos filmes finos: imerséo,
spin, spray, eletromagnética e fluidica (Richardson & Bjérnmalm & Caruso, 2015;
Richardson et al., 2016; Zhang et al., 2019).

A técnica por imersdo € a mais utilizada e caracteriza-se pela imersdo alternada
do substrato em solucbes contendo as camadas de revestimento e solugbes de
limpeza, conforme esquematizado na figura 3. A solucdo de limpeza promove a
remocao do material ndo adsorvido (ou em excesso), evitando assim a contaminacao
da proxima solucdo em que o material serd mergulhado. Para essa técnica, é possivel
utilizar substratos de diferentes formas e tamanhos (de 10 nm até 1 m) (Richardson &
Bjornmalm & Caruso, 2015), porém, uma etapa adicional de separagédo (geralmente,
centrifugacéo ou filtracdo) é necessaria quando se trabalha com materiais ndo planares,

como particulas e fibras (Richardson & Bjornmalm & Caruso, 2015; Zhang et al., 2019).

Uma das grandes vantagens da montagem por imersdo € a facilidade de
operacdo e a dispensa de equipamentos e vidrarias de elevado custo. Porém quando
se trabalha com substratos volumosos e/ou em grande escala, ha um gasto
consideravel com as solucdes de revestimento. Nesse caso, uma alternativa € a
reutilizacdo dessas solucbes, desde que se tenha um controle para evitar

contaminagdes (Richardson & Bjornmalm & Caruso, 2015; Zhang et al., 2019).
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Figura 3. Processo de montagem de filmes LBL pela técnica de imersao
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Fonte: Adaptado de Ariga & Hill & Ji (2007).

Os filmes produzidos por essa técnica apresentam camadas com dimensdes
< 15 nm (Richardson & Bjérnmalm & Caruso, 2015) e uma estrutura interpenetrada,
ou seja, hdo sdo tado organizados quanto os filmes obtidos por outras técnicas
(Richardson & Bjérnmalm & Caruso, 2015; Zhang et al., 2019). Ademais, a deposicdo
das camadas sobre o material se da por difusdo aleatéria e, por isso, maiores tempos
de contato entre o material e a solucdo de revestimento podem ser requeridos
(até 12 h) (Richardson & Bjornmalm & Caruso, 2015). Portanto, melhorias na técnica
envolvem o aumento da cinética de adsor¢cdo das camadas através da agitacdo das

solucdes e da automatizacdo dos sistemas.

Aplicacdo de filmes nanoestruturados por Layer-by-Layer em técnicas de

preparo de amostras

Como exposto anteriormente, a técnica LBL apresenta aplicagdes em diversas
areas, inclusive na de separagcfes. Nesse segmento, membranas multicamadas sao
usadas em sistemas de filtracdo e nanofiltracdo, de osmose reversa e de separacao de

gases (Joseph et al., 2014). Apesar do amplo uso dos filmes nanoestruturados por LBL
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nos sistemas de separacdo por membranas, as aplicacdes em técnicas de preparo de
amostras ainda sédo escassas. Alguns exemplos de extracdes a partir de amostras

bioldgicas sdo apresentados na tabela 2.

Tabela 2. Trabalhos descritos na literatura envolvendo a aplicacdo de filmes

nanoestruturados por LBL em técnicas de preparo de amostras para matrizes biologicas

Substrato-(Camadas LBL)n L Preparo de Técnica
. ) Aplicagcao " Ref
n = ndmero de bicamadas amostra analitica

Glicopeptideos em amostras

biolégicas (proteinas extraidas

Nanoparticulas magnéticas de MALDI-TOF e
do figado de camundongos, MSPE Xiong et al. (2013)
Fe304(HA/CS)o de frango e imunoglobulina G LC-MSIMS
humana)
Nanoparticulas magnéticas de Lipoproteinas de baixa ) ) S
MSPE UV-Vis Jiang & Li & Jia (2018)

Fe;0,@SiO,-(HA-DAH/HA-CB[6])s  densidade em plasma humano

Fosfopeptideos em amostras
de leite desnatado, saliva MSPE MALDI-TOF Jiang & Li & Jia (2019)
humana, soro e células A549

Nanoparticulas magnéticas de
Fes0,@SiO,-(POM/CYECS),

Microesferas de Proteinas basicas em solucéo UV-Vis e
SPE Du et al. (2008)

silica-(PDDA/PSS/PDDA/MWCNT),  de albumina de soro bovino SDS-PAGE

) . Antineoplasico em amostras . .
Grafite-(dendrimero/RGO), ) SPME DPV Hatamluyi & Eshaghi (2017)
de urina e soro humanos

HA (&cido hilaurudnico); CS (quitosana); MSPE (extragdo em fase solida magnética); MALDI (ionizagcdo e dessorgcdo a laser
assistida por matriz); TOF (tempo de voo); MS (espectrometria de massas); LC (cromatografia liquida); MS/MS (espectrometria de
massas sequencial); DAH (diaminohexano); CB[6] (cucurbit[6]uril); UV (detector de ultravioleta); Vis (visivel); POM
(Polioxometalato); CYECS (quitosana modificada com cloridrato); PDDA (polidialildimetilaménio); PSS (poli estireno sulfonato);
MWCNT (nanotubos de carbono de paredes multiplas); SPE (extracdo em fase sdlida); SDS-PAGE (eletroforese em gel de
poliacrilamida com dodecil- sulfato de sddio); RGO (6xido de grafeno reduzido); SPME (microextragdo em fase soélida); DPV
(voltametria pulsada diferencial); Ref (referéncia).

Nanoparticulas magnéticas foram eficientemente modificadas por LBL e
utilizadas em procedimentos de MSPE. Xiong et al. (2013) alcancaram fatores
de pré-concentracdo de até 111 vezes durante a extracdo de glicopeptideos a
partir de diferentes amostras biologicas e usando nanoparticulas de Fe3O, cobertas
por camadas de &acido hialurénico e quitosana. Em uma abordagem similar,
Jiang & Li & Jia (2018) apresentaram recuperacdes de até 91,08% de LDL a partir de
amostras de plasma humano em 30 min de extracdo. Enquanto Jiang & Li & Jia (2019)

apresentaram 92,6% de extracdo de fosfopeptideos em amostras bioldgicas e de leite
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desnatado em 30 min, podendo reutilizar os materiais hanoestruturados sem alteragbes

de eficiéncia por até 20 ciclos de extracao.

Du et al. (2008, 2012) também demonstraram a deposicao efetiva de camadas
de PDDA, PSS e nanotubos de carbono em microesferas de vidro e em |a de quartzo,
para uso na SPE. As colunas de SPE foram empregadas para a extracao de proteinas
bésicas em solucdo de albumina de soro bovino (Du et al., 2008) e em ovo branco
(Du et al., 2012). Nanotubos de carbono apresentam uma grande capacidade sortiva,
contudo, problemas como agregacéo, lixiviagdo e resisténcia a passagens das fases
liguidas sdo ainda desafios no uso desses materiais em sistemas de extracdo. A
deposicdo das nanoparticulas sobre o filme de PDDA/PSS proporcionou maior
estabilidade e menor resisténcia ao fluxo no sistema de SPE. Os resultados desses
trabalhos exibem desvio padréo relativo entre colunas menor ou iguais a 7% e fatores
de enriguecimento duas vezes maior quando comparado a colunas empacotadas

apenas com 0s nanotubos de carbono.

Além das aplicagcbes em amostras biologicas, outros autores apresentaram o
uso filmes LBL para a extracdo de compostos em amostras ambientais (He et al., 2017;
Luo et al.,, 2014; Niu et al., 2012; Zhang et al., 2011) e em amostras de alimentos
(Du et al., 2012; Lv et al., 2015). Neste contexto, Niu et al. (2012) trouxeram uma nova
abordagem de SPE para a extracdo de poluentes organicos em amostras de agua,
usando filmes de tidis/nanoparticulas de prata/polidopamina automontados em garrafas
PET (politereftalato de etileno) de 100 mL. A grande novidade desse trabalho é a
possibilidade de extracbes durante as etapas de transporte e armazenamento.
Porcentagens de extracdo de 30 a 45% foram alcancadas com apenas 1 min de contato
entre 0 material e as amostras, entretanto, tempos mais elevados foram necessarios
para o estabelecimento do equilibrio quimico. Os autores justificam esse tempo elevado
(18 h) pela difusdo dos analitos através das camadas mais internas do filme. Além do
mais, os filmes mostraram estabilidade durante 20 extracdes sequenciais e uma
reprodutibilidade consideravel entre garrafas (desvio padrdo relativo < 5% para a
comparacao de 11 garrafas).

Os estudos citados nesse tdpico exibem resultados importantes de resisténcia e
reprodutibilidade de execucdo dos materiais nanoestruturados, tdo bem como a
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eficiéncia em técnicas de preparo de amostras convencionais. Vale ressaltar a
resisténcia dos filmes diante de processos de dessorgdo severos usando altas
temperaturas (Zhang et al., 2011) ou solventes organicos fortes (He et al., 2017,
Lv et al., 2015; Niu et al., 2012). Ademais, esses trabalhos confirmam a versatilidade da
técnica pelo uso de substratos diversificados (nanoparticulas magnéticas, 1a de quartzo,
microesferas e fibras de silica, biomassa bacteriana, garrafa PET e grafite).

Diante das vantagens apresentadas nesses Ultimos topicos, pretende-se a
produgcdo de novos materiais sorventes nanoestruturados por LBL para aplicagdo no
sistema de MPEE e na extracao de diferentes compostos a partir de amostras de saliva

€ outras amostras complexas.
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CAPITULO Il - ELETROEXTRACAO MULTIFASICA DE COCAINA E
DOXORRUBICINA EM SALIVA USANDO PONTA DE PAPEL COMERCIAL

3.1. Consideracdes gerais

A abordagem de eletroextracdo multifasica utilizada nesse trabalho foi
desenvolvida pelo nosso grupo de pesquisa e ja demonstrou grande aplicabilidade
e eficiéncia na extracdo de compostos organicos ionizaveis (Moreira, 2018;
Orlando et al., 2019; Avelar & Nascentes & Orlando, 2021; Amador et al., 2021). O
sistema de MPEE utiliza uma ponta de papel comercial, capaz de atuar como material
suporte e como sorvente, sendo passivel de estudo e modificacdo para melhoria do
processo de extracdo. Assim, esse capitulo apresenta a caracterizacdo da ponta de
papel e a aplicacdo do sistema de MPEE para a extracao de cocaina e de doxorrubicina

em saliva.

A cocaina (3-benzoiloxi-8-metil-8-azabiciclo; figura 4) é um potente estimulante
e viciante que atua diretamente no sistema nervoso central, de amplo uso e que ha
anos tornou-se um problema de saude publica mundial. Seu uso provoca um intenso
estado de euforia e alerta, sendo administrada por via intranasal (quando insuflada na
forma de sal cloridrato em p6), por via intravenosa (quando o sal é dissolvido em agua e
injetado) e, ainda, por via pulmonar (quando fumada na forma de base livre ou “crack”)
(Drummer, 2004; Goldstein et al., 2009).

Figura 4. Estrutura quimica da cocaina
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O tempo de permanéncia dessa droga no plasma, na urina e no fluido oral € de

12-48 h apos o uso, tornando possivel a investigacdo, principalmente, em casos de
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intoxicagdo emergencial e de uso em ambiente e horario de trabalho. Embora a cocaina
seja rapidamente metabolizada, principalmente em benzoilecgonina e éster
metilecgonina, o pKa da droga (8,6) favorece o seu aprisionamento no fluido oral,
ocasionando em concentracdes da droga ndo metabolizada bem mais elevadas nesse
biofluido quando comparado ao plasma (Bosker & Huestis, 2009). Portanto, a saliva é

uma amostra em potencial para determinacdo do uso recente de cocaina.

Por apresentar um sitio basico (grupo amina) a cocaina é facilmente protonada
em meios acidos ou levemente &cidos, tornando esse composto passivel de aplicacédo
em sistemas de extracdo assistidos por campos elétricos. Além disso, quando
protonada, a droga apresenta um LoOg Poctanoiagua = 2,3, 0 que indica sua tendéncia
de particionar em uma fase organica frente a uma fase aquosa. Por esses motivos,
uma das aplicacbes desse capitulo conta com a MPEE de cocaina em saliva
e, em sequéncia, a sua quantificacdo por UHPLC-MS/MS. Ademais, tanto a EE
guanto a EME ja se mostraram eficientes para a extracdo de cocaina a partir de
diferentes fluidos biolégicos (Amador et al., 2021; Avelar & Nascentes & Orlando, 2021;
Hansen et al., 2018; Koruni et al., 2014; Moreira, 2018).

Ja a doxorrubicina (DOXO) é um antibiético antitumoral (também conhecido
como antineoplasico ou quimioterapico) da classe das antraciclinas, a qual também
inclui a daunorrubicina (DAUNO), a epirrubicina, a idarrubicina, entre outros.
As antraciclinas podem ser usadas como agente Unico ou de forma combinada
no tratamento de diversos tipos de cancer. Em especial, a doxorrubicina €
usada como agente primario no tratamento de tumores soélidos e linfomas
(Bachur, 2002). Sua estrutura quimica € mostrada na figura 5, compreendendo
uma fungdo acida (aglicona tetraciclica planar) e outra basica (amino agucar
conjugado). Além disso, esse farmaco apresenta uma cor vermelha intensa
(Pashaei & Mehrabi & Shekarchi, 2020).

Embora as antraciclinas sejam amplamente utilizadas, elas apresentam efeitos
adversos ao organismo, inclusive cardiotoxicidade. A cardiotoxicidade limita a
quantidade de farmaco administrado e pode levar ao aumento da morbidade e da
mortalidade cardiovascular dos pacientes (Pashaei & Mehrabi & Shekarchi, 2020). A

meia vida das antraciclinas no plasma excede 24 horas, podendo ser detectadas em
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periodos longos ap6s a administracdo intravenosa. Concentracbes de até
1000 pg L™ sdo encontradas nesse fluido. Ao contrario do que ocorre em amostras de
plasma, esses farmacos apresentam alta estabilidade em saliva e soro (Bachur, 2002;
Maudens & Stove & Lambert, 2011). Porém, sdo escassos e nao tao recentes 0s
estudos envolvendo determinacdes em saliva (Bressolle et al., 1992; Celio et al., 1983;
Maudens et al., 2009).

Figura 5. Estrutura quimica da doxorrubicina
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Devido aos efeitos toxicos, fazem-se necessarios métodos analiticos,
principalmente que envolvam técnicas de microextracdo, para o estudo clinico e/ou
monitoramento da concentracdo dos agentes quimioterapicos em amostras bioldgicas.
Assim, ao considerar as caracteristicas da doxorrubicina (presenca dos grupos
ionizaveis e a cor caracteristica), esse capitulo também propde a MPEE desse farmaco
a partir de saliva e posterior quantificacdo por UHPLC-PDA e DIA. Além disso,
Piskackova et al. (2021) ja mostraram a possibilidade da EME de doxorrubicina e outros
antineoplasicos a partir de amostras de plasma e as suas vantagens (elevadas
recuperacgdes e eficiente clean-up da amostra) quando comparada as técnicas de LLE e
PP.
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3.2. Parte experimental
3.2.1. Sistema de MPEE

O conjunto experimental de MPEE consiste de microtubos de polipropileno
contendo um eletrodo na base (parafuso de aco inoxidavel) (figura 6A), que atuam
como porta amostras, e um dispositivo multipocos (plate) de 66 lugares (figura 6B),
para multiplas extracdes. O plate apresenta um contato elétrico na parte inferior de
cada poco e uma placa metdlica condutora superior, onde sédo colocadas as fases
aceptoras. As partes inferior e superior do plate foram entdo conectadas a uma fonte de

potencial elétrico.

Figura 6. Conjunto experimental utilizado no processo de MPEE: microtubos de
polipropileno modificados para contato elétrico (A) e dispositivo multipocos de

66 lugares com as pontas de papel posicionadas sobre o suporte (B)

Placa condutora
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O sistema de extracdo é composto pela fase doadora aquosa inferior (FD),
seguida da fase organica imiscivel (FO) e, por ultimo, as fases aceptoras (FA; ponta de
papel sorvente embebida na solugdo eletrolitica) imersas parcialmente na fase
organica, conforme mostrado na figura 7. Nesse esquema, o potencial elétrico foi
aplicado entre as fases doadora e aceptoras, usando uma fonte de eletroforese
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K33-300 V (Kasvi, China). Para a determinacdo e o controle da corrente elétrica no
sistema foi utilizado um multimetro Tekpower TP4000ZC com um comunicador
RS-232, o qual foi conectado a um computador contendo o software Multi Meter

Interface.

Figura 7. Figura esquematica do sistema de MPEE
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3.2.2. Reagentes, amostras e materiais

Os sais cloreto de célcio dihidratado (CaCl,.2H,0O; Synth, Brasil), cloreto de
magnésio hexahidratado (MgCl,.6H,0O; Synth, Brasil), cloreto de potassio (KCI;
Sigma-Aldrich, EUA), hidrogenofosfato de potassio (K;HPO4, Synth, Brasil),
dihidrogefosfato de potassio (KH,PO,; Vetec, Brasil), acetato de amoénio (NHAc;
Merck, EUA), carboximetilcelulose sal dissédico (Synth, Brasil) e a-amilase (J.T. Baker,
EUA) utilizados nessa etapa apresentam grau analitico. Acido férmico, acido acético
(HAc), metanol (MeOH) e acetonitrila (ACN) foram obtidos de J.T. Baker (EUA).
Etanol, 1l-octanol, 2-ETH e acetato de etila foram adquiridos de Sigma-Aldrich
(Alemanha). A solucéo alvejante comercial, contendo hipoclorito de sédio (12% m/m) e
cloro ativo (2-2,5% m/m), foi adquirida de um supermercado local. Agua deionizada
(18,2 MQ cm) foi obtida através do sistema de purificacdo Milli-Q Simplicity 185
(Millipore, EUA).
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Solucéo estoque de cocaina na concentracédo de 1 g L™ foi adquirida de Cerilliant
(EUA). J& as solugbes de doxorrubicina e daunorrubicina foram preparadas a partir
dos padrbes de cloridrato de doxorrubicina e de cloridrato de daunorrubicina

(European Pharmacopea, Franca). Ambas foram armazenadas sob refrigeracao.

A saliva artificial foi preparada conforme descrito por Arain et al. (2014),
utilizando 0,084 g L™ de a-amilase e os diferentes sais KCI (0,625 g L™), CaCl,.2H,0
(0,166 g L™), MgCl,.6H,0 (0,059 g L™), K,HPO, (0,804 g L™) e KH,PO,4 (0,326 g L™),
com alteracédo apenas da concentracdo de carboximetilcelulose para 8,0 g L. O pH
final da saliva artificial foi 6,7. Ja as amostras de saliva real foram obtidas de
6 voluntarios do sexo feminino e masculino com faixa etaria entre 23 e 31 anos, 0s
quais consentiram em participar desse estudo. Os voluntarios foram orientados a
coletar a saliva em tubos de polipropileno, sem estimulacéo e pelo menos 30 min ap6s
a ingestdo de comidas e de escovar os dentes. Os estudos foram baseados nos
principios da Declaracdo de Helsinki para experimentos envolvendo seres humanos,
apo6s sua aprovacdo no Comité de Etica em pesquisas (COEP) da Universidade Federal
de Minas Gerais - UFMG (CAEE 32011214600005149).

Para a realizagdo dos experimentos foram utilizados os seguintes materiais: uma
balanca analitica AE 260 Range (Mettler, Brasil), o sistema de MPEE apresentado no
topico 3.2.1, um pHmetro JK-PHM-005 (JKI, China) e um agitador do tipo Vortex (Velp
Scientifica, Italia). O material sorvente utilizado no processo de extracéo é caracterizado
por uma ponta de papel comercial (# 80) da marca Tanari (Tanariman Industrial LTDA,
Brasil), conforme mostrado na figura 8. As pontas de papel apresentam ~3 cm de

comprimento.

Figura 8. Pontas de papel comerciais
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3.2.3. Caracterizacao do material sorvente

Para aplicar a ponta de papel no processo de extracdo e, em outro momento,
modificar a sua superficie pela técnica LBL, o sorvente foi primeiramente caracterizado

pelas técnicas descritas abaixo.
3.2.3.1. Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Para obter informacdes sobre a morfologia superficial e a composicao elementar
da ponta de papel foi utilizado um microscopio eletrbnico de varredura
FEI Quanta 3D SEM-FIB (Louisiana State University, Louisiana) equipado com um
detector de raios-X por energia dispersiva (EDS; XFlash 5010 Bruker Nano Berlin,
Alemanha). A amostra foi previamente recoberta com uma fina camada de carbono

(~15 nm) para tornar o material condutor.
3.2.3.2. Espectroscopia no infravermelho (ATR-FTIR)

Informacdes estruturais sobre a ponta de papel foram obtidas por espectroscopia
no infravermelho com transformada de Fourrier (FTIR) e reflexdo total atenuada (ATR),
atravées de um espectrébmetro Perkin Elmer Spectrum (EUA) com cristal de
diamante/ZnSe e detector de LiTaO3. A regido do espectro analisada foi de 500 a

4000 cm™, com resolucdo de 4 cm™ e 16 varreduras.
3.2.3.3. Analises térmicas

As caracteristicas de degradacdo da ponta de papel foram investigadas
utilizando uma termobalanca DT-60 (Shimatzu, EUA) a uma razdo de 10°C min™, de
25-500°C e sob uma atmosfera inerte de N, As curvas de dTG (Derivate
Thermogavimetric) foram obtidas pelas curvas termogravimétricas (TG) e pelo
programa Origin 9.0 (EUA). A massa média de amostra utilizada para as analises foi de

3 mg.
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3.2.3.4. Difracao de raios-X

Padrbes de difracdo de raios-X foram obtidos por um difratograma XRD-7000
(Shimadzu, Japdo) com um tubo de Cu (A = 1,54060 A), operando a uma tensio de
40 kV e 30 mA. O angulo de incidéncia variou de 5 a 40° em uma escala 28, com
velocidade de 2° min™.

3.2.4. MPEE de cocaina em saliva e determinacao por UHPLC-MS/MS
3.2.4.1. Procedimento de MPEE e de dessorc¢éo

O procedimento de MPEE foi realizado utilizando os aparatos apresentados no
topico 3.2.1 e condicbes especificas de FD (1000 pL total), FO (750 upL de
1-octanol), de FA (solucéo de &cido acético 400 mmol L, pH = 3, embebida na ponta
de papel), e de tempo de extracdo e potencial elétrico. Cuidados com o nivelamento
das pontas de papel em analises simultaneas e para manter o papel imido durante

toda a analise foram tomados, a fim de obter resultados reprodutiveis.

Apods a extracdo, o analito foi dessorvido da ponta de papel com 250 yL de uma
solucdo de dessorgao por 30s em vortex. A solugdo resultante foi entdo misturada a
250 pL de 4gua deionizada e direcionada a anélise por UHPLC-MS/MS.

3.2.4.2. Determinacao da droga por UHPLC-MS/MS

A determinacao da cocaina foi realizada por um sistema de cromatografia liquida
Acquity UPLC™ H-Class acoplado a um espectrometro de massas TQD triplo
quadrupolo (Waters Inc., EUA) com uma fonte de ionizagcdo por ESI no modo positivo.
As condicbes cromatograficas e do sistema MS/MS utilizadas neste topico estdo
descritas na tabela 3. O software Masslynx 4.1 (Waters Corporation, EUA) foi utilizado

para controlar o sistema UPLC-MS/MS e para o tratamento dos dados obtidos.
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Tabela 3. Condi¢bes cromatograficas e do sistema MS/MS para a determinacdo de

cocaina
CONDICOES CROMATOGRAFICAS
Coluna Acquity UPLC BEH C18 (1,7 pm; 2,1 mm; 50 mm)
Temperatura da coluna e do amostrador 45 e 25°C
Fase movel Agua e acido férmico 0,1%, v/v (A)
Metanol e acido férmico 0,1%, v/v (B)
Gradiente (tempo, % B) 0,00 mi-n, 40% B; 0,20 mi-n, 40% B; 0,40 mi-n, 95% B;
0,70 min, 95% B; 0,71 min, 40% B; 2,00 min, 40% B
Tempo total de corrida 2 min
Vazdo da fase mével 0,4 mL min™
Volume de injecéo 5puL
CONDICOES DO SISTEMA MS/MS
Modo de operacéo MRM (Monitoramento de Reacdes Mdltiplas)
Transicao Voltagem do cone Energia de colisdo
304 >182 m/z (quantificacdo) 13V 20V
304 > 82 m/z (confirmagéo) 13V 20V
Fonte ESI+
Voltagem do capilar 3300V
Vazdo do gas de dessolvatagéo (N,) 650 L h™
Temperatura de dessolvatagéo 450°C
Temperatura da fonte 150°C
Vazédo do gas do cone (N,) 40Lh*

3.2.4.3. Avaliacdo das condi¢Oes de extracdo e de dessorgao

Inicialmente as condicoes de extracdo foram baseadas no trabalho de
Moreira (2018), com excecdo da etapa de agitacdo das fases doadora e orgéanica
anterior a eletroextracdo. Porém, na tentativa de obter maior reprodutibilidade para as

analises e melhores porcentagens de extracao, alguns testes foram executados.
Efeito do solvente organico na fase doadora

Num primeiro momento, a presenca de um solvente organico na fase doadora foi

avaliada de forma univariada. Para tal avaliacdo, adicionou-se ACN na proporgao de
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50:50 v/v & saliva artificial, fortificada na concentracdo de 1 mg L™ de cocaina,
respeitando o volume final de FD de 1000 pL. Condi¢cBes especificas de extracdo e
dessorcdo: 300 V e 30 min; solucdo de dessorcdo = ACN:NH4Ac 25 mmol L™
(20:80 v/v).

Avaliacdo da composicao da solugcéo de dessorcao

Visando melhorar o processo de dessor¢do da droga a partir da ponta de
papel, duas composicdes para a solucdo de dessorcdo foram estudadas:
ACN:NH,Ac 25 mmol L™ (20:80 v/v) e ACN:MeOH:HAc (45:45:10 v/v/v). Esse estudo
também foi realizado de forma univariada e as condi¢des especificas de extracao
foram: FD = saliva artificial fortificada (1 mg L™ de cocaina):ACN (50:50 v/v); 300 V e

30 min.
Efeito do potencial elétrico e do tempo de extracao

O potencial elétrico aplicado e o tempo de extracdo foram avaliados de forma
multivariada através do planejamento experimental do tipo Doehlert. O tempo de
extracdo foi avaliado no intervalo de 5 a 35 min e o potencial elétrico entre
0 e 400 V, com 7 diferentes experimentos e triplicata do ponto central. Os pontos
experimentais sdo mostrados na tabela Al. Para tais experimentos, as condi¢bes
especificas de extragcdo e de dessor¢cdo empregadas foram: FD = saliva artificial
fortificada (1 mg L™ de cocaina):ACN (50:50 v/v); solucdo de dessorcdo =
ACN:MeOH:HAc (45:45:10 viviv).

Os dados obtidos foram tratados através da planilha eletrbnica para o
Planejamento Doehlert, desenvolvida por Tedfilo & Ferreira (2006). Ja a superficie de
resposta e o grafico de pareto foram gerados a partir do software Statistica (StatSoft,

versao 8.0).
3.2.4.4. Validagdo do método

Apés a etapa de avaliagdo das condigbes de extracdo e de dessorcdo, alguns
estudos sistematicos foram realizados com o intuito de verificar a confiabilidade dos



62

resultados obtidos e a adequabilidade do método analitico proposto. As figuras de

mérito avaliadas sé@o descritas a seguir.

As condicdes de extracdo e dessorcdo empregadas durante a validacao
foram: FD = saliva artificial ou real fortificadas:ACN (50:50 v/v); FO = 1-octanol,
FA = solucdo de acido acético 400 mmol L™ embebida na ponta de papel; 300 V e
35 min; solucdo de dessorcdo = ACN:MeOH:HAc (45:45:10 viviv).

Seletividade

A seletividade do método foi avaliada através dos cromatogramas dos extratos
do branco (amostra sem o analito) e dos extratos fortificados (nivel de concentracédo
baixo; 1 pg L™). Os extratos foram obtidos pela extracdo de amostras de saliva artificial

e real.
Linearidade

A curva de calibracdo foi construida a partir de extracdes da saliva artificial
fortificada nas concentragdes de 1, 5, 10, 25, 50, 75 e 100 pg L™ de cocaina e em
quintuplicata. Os dados obtidos foram ajustados ao Método dos Minimos Quadrados
Ponderados (MMQP) e diferentes fatores de ponderacdo (w) foram estudados,

seguindo o protocolo de Almeida & Castel-Branco & Falcéo (2002).

Apés a ponderacédo, a avaliacdo da linearidade seguiu a metodologia proposta
por Souza & Junqueira (2005), incluindo o tratamento de outliers (Teste de Jacknife) e a
avaliacdo da normalidade (Teste Ryan-Joiner; estatistica R), da independéncia
(Teste de Durbin-Watson; estatistica d) e da homocedasticidade (Levene modificado;
estatistica t.) dos residuos e, por fim, a ANOVA para determinar a significancia do

modelo e o desvio de linearidade.
Efeito matriz

Para estimar o efeito do uso da saliva artificial no processo de validagéo foram
construidas duas curvas de calibracdo, uma em saliva real e outra em saliva artificial,

ambas fortificadas ap0s a extracdo nas concentracbes de 1, 5, 10, 25, 50, 75 e



63

100 pg L™ As extracbes foram realizadas em quintuplicata para cada nivel de
concentracdo. Os dados obtidos foram tratados conforme descrito para o parametro de
linearidade, e as curvas foram comparadas através do Teste-F e do Teste-t.

Limite de deteccao e limite de quantificacao

O limite de deteccdo (LD) e o limite de quantificacdo (LQ) foram determinados
com base no desvio padréo da area do pico do branco (n = 15) e no coeficiente angular

da curva de calibragdo, conforme as equacgdes abaixo (Eq. 7 e 8).

D 33 desvio padrao do branco Ea.7
= * .
’ coeficiente angular da curva de calibragao (Eq.7)

L 10 desvio padrao do branco Fa.8
= * .
¢ coeficiente angular da curva de calibragao (Eq.8)

Recuperacéo e preciséao

Para avaliacdo da recuperacdo e precisdo do método, a saliva artificial foi
fortificada com cocaina em quatro niveis de concentracdo diferentes (LQ; baixa,
5 ug L™ intermediaria, 25 pg L™ alta, 100 ug L™). Cada nivel de concentracéo foi
submetido ao processo de extracdo por 5 vezes no mesmo dia e em dois dias
consecutivos.

A recuperacdo meédia percentual (R) foi calculada conforme a Eq. 9. Ja a
precisao foi avaliada em termos de repetibilidade, ou precisdo intra-ensaio (n = 5), e
precisdo intermediaria, ou precisao inter-ensaio (n = 15), ambas determinadas pelo
coeficiente de variacéo (CV), de acordo com a Eqg. 10.

R (%) concentragdo média determinada 100 Ea.9
= * .
0 concentracao tedrica (Eq.9)
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v (%) desvio padrao da concentracio deteminada 100 (Eq.10)
= * .
° concentragdao média determinada 1

Eficiéncia de extracao

A eficiéncia de extragdo (EF) foi determinada pela comparacgdo direta entre a
area do pico cromatografico do analito extraido e do extrato da matriz fortificado, de
acordo com a Eg. 11. As extracdes foram realizadas em saliva artificial fortificada em
sete concentragdes diferentes (1, 5, 10, 25, 50, 75 e 100 pg L™) e em quintuplicata. Os
resultados médios foram comparados através do teste da ANOVA.

EF(%) area do pico do analito extraido 100 Fa.11
= * .
* " rea do pico do extrato fortificado (Eq.11)

Comparacéo entre salivas de fontes distintas e saliva artificial

Nesta etapa foram realizadas extracdes a partir de amostras de saliva real de
5 cinco voluntarios e de saliva artificial. As amostras foram fortificadas na concentracédo
de 25 pg L™ e as extracbes foram realizadas em quintuplicata. Os resultados foram

comparados e avaliados por ANOVA.

3.2.5. MPEE de doxorrubicina em saliva e determinagéo por UHPLC-PDA
3.2.5.1. Procedimento de MPEE e de dessorcéo

As condicdes de extracado utilizadas seguiram a aplicacdo anterior, porém, com
algumas adaptacdes, inclusive para os volumes de FD (1200 pL total, sendo 700 L de
amostra e 500 pL de solvente organico) e de FO (350 pL de solvente organico).

Apls a extracdo, a doxorrubicina foi dessorvida da ponta de papel, usando

200 pL de uma solucdo de dessorgcdo, em vortex e/ou em banho ultrassénico. Em
seguida, 150 pL de agua deionizada foram adicionados a solucdo de dessorcédo e a
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mistura resultante foi analisada por UHPLC-PDA. Neste método, a daunorrubicina foi

utilizada como padrao interno.
3.2.5.2. Determinacao do farmaco por UHPLC-PDA

A anélise cromatogréfica foi realizada em um sistema Acquity UPLC™ H-Class
com deteccdo por PDA. As condigbes cromatograficas utilizadas sdo descritas na
tabela 4. Os espectros foram obtidos na regido do UV-Vis, de 200 a 700 nm, e o
comprimento de onda de 500 nm foi selecionado para a quantificacdo da doxorrubicina
e do padréo interno. Assim como na aplicacdo anterior, o tratamento de dados e o

monitoramento do sistema foram realizados pelo software Masslynx 4.1.

Tabela 4. Condi¢cbes cromatogréficas para a determinacao da doxorrubicina

CONDICOES CROMATOGRAFICAS

Coluna Acquity UPLC BEH C18 (1,7 ym; 2,1mm; 50 mm)
Temperatura da coluna 35°C
Temperatura da amostra 25°C

Agua e acido férmico 0,1% v/v (A)

ACN e acido férmico 0,1% v/v (B)
0,00 min, 25% B; 0,30 min, 25% B; 2,00 min, 95% B;
2,50 min, 95% B; 2,51 min, 25% B; 4,00 min, 25% B

Fase movel

Gradiente (tempo, % B)

Tempo total de corrida 4 min
Vazédo da fase movel 0,4 mL min™
Volume de injecé&o 10 L

3.2.5.3. Avaliacdo das condi¢cOes de extracdo e de dessorgao
Efeito da composicao da fase organica

Nesta etapa, os solventes 1-octanol e 2-ETH foram avaliados, de forma
univariada, para a escolha da melhor fase orgénica. As condicbes especificas de

extracdo e de dessorcdo foram: FD = saliva artificial fortificada (1 mg L™ de DOXO
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e 1 mg L' de DAUNO):ACN (58:42 viv); 300 V e 20 min; dessorcdo em vortex
(30 s) seguida de banho ultrassénico (5 min), usando solucdo de ACN:MeOH:HAc
(45:45:10 viviv).

Efeito do solvente organico na fase doadora

Os solventes ACN, metanol e etanol foram adicionados a matriz, individualmente,
a fim de avaliar o seu potencial no processo de transferéncia do analito da fase doadora
para a fase orgénica. As condicbes especificas de extracdo e de dessorcédo
foram: FD = saliva artificial fortificada (1 mg L™ de DOXO e 1 mg L™ de DAUNO):
solvente organico (58:42 v/v); FO = 1-octanol; 300 V e 20 min; dessorcdo em vortex
(30 s) seguida de banho ultrassénico (5 min), usando solucdo de ACN:MeOH:HAc
(45:45:10 viviv).

Efeito do potencial elétrico e do tempo de extracao

O potencial elétrico e o tempo de extracdo foram avaliados através do
planejamento experimental Doehlert. O tempo de extracdo variou de 5 a 35 min e o
potencial elétrico variou de 50 a 300 V, com 7 diferentes experimentos e triplicata no
ponto central. Os pontos experimentais estudados sdo apresentados na tabela A2. As
condi¢cBes especificas de extracdo e dessorcdo foram: FD = saliva artificial fortificada
(1 mg L™ de DOXO e 1 mg L™ de DAUNO):ACN (58:42 v/v); FO = 1-octanol; dessorcdo
em vortex (30 s) seguida de banho ultrassénico (5 min), usando solugdo de
ACN:MeOH:HAc (45:45:10 v/vlv). Os dados obtidos foram tratados usando a planilha
eletrbnica desenvolvida por Teofilo & Ferreira (2006), enquanto a superficie de resposta

e o grafico de pareto foram gerados a partir do software Statistica (StatSoft, versao 8.0).
Avaliacéo da composicao da solugéo de dessorcao

A composicdo da solucdo de dessorcédo foi avaliada através do planejamento de
misturas ternario do tipo Centroide-Simplex, usando diferentes proporcdes de ACN,
metanol e agua, ambos contendo 10% v/v de HAc. O arranjo de experimentos é

mostrado na tabela A3, com 7 experimentos diferentes e triplicata no ponto central. As
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condi¢cbes especificas de extracdo e dessorcdo foram: FD = saliva artificial fortificada
(1 mg L™ de DOXO e 1 mg L™ de DAUNO):ACN (58:42 viv); FO = 1-octanol; 300 V e
35 min; dessorcdo em vortex (30 s) seguida de banho ultrassénico (5 min). Os dados
obtidos foram tratados pelo software Statistica (StatSoft, versdo 8.0) e a superficie de

resposta e o grafico de pareto foram gerados.
Avaliacéo do tipo de dessorcao

Os efeitos da dessorcdo em vortex seguida ou ndo da dessor¢cdao em banho
ultrassbnico foram avaliados de forma univariada. A dessor¢do em vortex durou
30 s, enquanto a dessorcdo em banho ultrassénico durou 5 ou 10 min. As condicdes
especificas de extracdo e dessorcdo foram: FD = saliva artificial fortificada
(1 mg L' de DOXO e 1 mg L™ de DAUNO):ACN (58:42 v/v); FO = 1-octanol; 300 V e
35 min; dessorc¢ao usando solugcéo de H,O:ACN:MeOH:HAc (30:30:30:10 v/v/viv).

3.2.5.4. Validacao do método

Apés a avaliacdo das condicdes de extracdo e de dessorcao, algumas figuras de
mérito foram estudadas para o método desenvolvido. As condicbes de extracdo e
dessorcédo utilizadas nesta etapa foram: FD = saliva real fortificada:ACN (58:42 v/v);
FO = 1l-octanol; FA = ponta de papel embebida com solucdo de &cido acético
400 mmol L™*; 300 V e 35 min; dessorcdo em banho ultrassoénico (5 min) usando
solucéo de H,O:ACN:MeOH:HAc (30:30:30:10 v/iviviv).

Seletividade

Para a avaliacao da seletividade, os cromatogramas do extrato do branco e do
extrato fortificado (50 ug L™ de DOXO e 300 pg L™ DAUNO) de saliva real foram

comparados.
Linearidade

Trabalhos da literatura envolvendo a determinacdo de doxorrubicina em

fluidos biolégicos apresentam uma faixa de concentragdo ampla e variada
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(Ahmadi & Madrakian & Afkhami, 2015; Haghshenas & Madrakian & Afkhami, 2016;
Lachatre et al., 2000; Maliszewska et al., 2018; Mazzucchelli et al., 2017;
Maudens et al., 2009; Soriano et al., 2018; Stratigou et al., 2020; Vajdle et al., 2014; Xie
et al., 2018). Neste trabalho optou-se por utilizar uma faixa de 50 a 500 ug L™, a qual
compreende as concentragbes do farmaco encontradas em saliva humana por
Bressolle et al. (1992) e Celio et al. (1983).

Foi construida uma curva de calibracdo em saliva real nas concentracfes de 50,
125, 200, 275, 350, 425 e 500 ug L™* e em quintuplicada. Os dados obtidos foram
adequadamente ajustados ao método de regressdo dos minimos quadrados ordinarios
(MMQO) e a avaliacado da linearidade seguiu a metodologia proposta por Souza &
Junqueira (2005), conforme indicado no tépico 3.2.4.4. O padréo interno foi adicionado
as amostras de saliva real, na concentracdo de 300 pg L™, anteriormente ao processo
de extracdo e a relacdo entre as areas do pico do analito e do padrdo interno foi

utilizada.
Limite de deteccao e limite de quantificacao

Os extratos das amostras branco ndo apresentaram sinal analitico nos tempos
de retencdo do analito e do padrdo interno, portanto, os limites foram determinados
experimentalmente a partir de extracdes da saliva real fortificada em niveis baixos de
concentragdo (< 50 ug L™%). O LD foi estabelecido como a menor concentracéo
detectavel do analito, enquanto o LQ foi determinado como a menor concentragdo com

recuperacao e precisao aceitaveis.

Recuperacéo, precisao, eficiéncia de extracdo e comparacao entre salivas

de fontes distintas

Os ensaios de recuperacgdo, preciséo, eficiéncia de extragdo e comparacao entre
salivas de fontes distintas foram realizados conforme descrito na aplicacao anterior, no
topico 3.2.4.4. A recuperacao e a precisao foram avaliadas nos niveis de concentracao
de 50 (LQ), 275 e 500 pg L™, em sextuplicata para cada nivel de concentracdo nos

intra-ensaios. Para tais ensaios o padrao interno foi adicionado as amostras de saliva
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real, na concentracdo de 300 ug L™. A eficiéncia de extracéo foi determinada em 3
niveis de concentracdo (50, 275 e 500 ug L™) e em quintuplicata para cada nivel. J&
para a comparacdo entre salivas de fontes distintas, foram utilizadas amostras
provenientes de 6 voluntarios, incluindo a que foi utilizada em todo processo de
validacéo, e fortificadas nas concentracdes de 275 ug L™ para a DOXO e de 300 pg L™
para a DAUNO. Cada amostra foi avaliada em quintuplicata.

3.2.6. MPEE de doxorrubicina em saliva e determinagao por DIA
3.2.6.1. Procedimento de MPEE

As condicdes de extracdo utilizadas seguem as descritas no tépico 3.2.5.1 e,

apos a extracdo, a doxorrubicina foi quantificada diretamente por DIA.
3.2.6.2. Determinacao do farmaco por DIA

Para a determinacdo da DOXO por imagem digital, as pontas de papel contendo
o analito extraido foram inicialmente colocadas em placas de Petri e la deixadas para
secar durante 10 min. Quando secas, as pontas foram digitalizadas usando um
scanner de mesa (CanonScan LIDE110; Tokyo, Japan) com uma lampada LED
tricolor (RGB, 24 bits). As imagens obtidas apresentam uma resolucdo de 600 ppp

(pixels por polegada) e foram salvas no formato “.tif”.

Através do software Photofiltre7, uma regido de 15 x 15 pixels da imagem
digitalizada, mais especificamente a regido do material sorvente contendo o analito, foi
selecionada e decomposta em histogramas RGB. O sinal de cada componente de cor
variou de 0 a 255, considerando que em um espac¢o ortogonal tridimensional RGB a
coordenada [0, 0, O] refere-se a cor preta e a coordenada [255, 255, 255] refere-se a

cor branca. Esses valores foram usados da forma como coletados, sem conversao.
3.2.6.3. Avaliacdo das condi¢cOes de extracao

Como alguns parametros de extragdo ja foram avaliados para o método com
determinacao por UHPLC-PDA, como a composicao da FD e da FO, nao foi observada

a necessidade de avalia-los novamente.



70

Avaliacdo da limpeza da ponta de papel

Pretendendo uma melhor deteccao e discriminacdo do analito extraido na ponta
de papel, a limpeza da ponta de papel foi realizada e avaliada. Assim, as pontas foram
deixadas em contato com a solucdo alvejante por 30 min, seguida de sucessivos
enxagues com agua deionizada e posterior secagem em temperatura ambiente. Apds a
limpeza, a digitalizacdo das pontas originais e limpas foi realizada e o resultado foi
comparado. Para complementar, as pontas de papel foram submetidas ao processo de
extracdo e, por fim, analisados. As condicbes especificas de extracdo foram:
FD = saliva artificial fortificada (1 mg L™ de DOXO):ACN (58:42 v/v); FO = 1-octanol;
300 V e 10 min.

Efeito do potencial elétrico e do tempo de extracao

O potencial elétrico e o tempo de extracdo foram estudados através do
planejamento experimental Doehlert. Os niveis avaliados variaram de 50 a 300 V para o
potencial elétrico e de 2 a 20 min para o tempo de extracdo, com 7 diferentes
experimentos e triplicata no ponto central. Os pontos experimentais sdo mostrados na
tabela A4. As condicbes especificas de extracdo foram: FD = saliva artificial fortificada
(1 mg L™ de DOXO):ACN (58:42 v/v); FO = 1-octanol. Os dados foram tratados através
da planilha eletrdnica desenvolvida por Tedfilo & Ferreira (2006) e a superficie
de resposta e o grafico de pareto foram gerados a partir do software Statistica
(StatSoft, verséo 8.0).

3.2.6.4. Validagdo do método

Para o método desenvolvido, a linearidade, os limites de deteccdo e de
quantificacdo, e 0s ensaios de recuperagao e precisdo foram avaliados conforme os
procedimentos descritos no topico 3.2.5.4. As condicbes de extragdo foram:
FD = saliva real fortificada:ACN (58:42 v/v); FO = 1-octanol; 300 V e 20 min.



71

3.3. Resultados e discussao
3.3.1. Caracterizacdo do material sorvente

A caraterizacdo teve como finalidade o conhecimento das caracteristicas
morfologicas e fisico-quimicas do sorvente. Através das imagens obtidas por MEV
(figura 9A), foi possivel observar a presenca de fibras de celulose, as quais séo
homogéneas, apresentam formato de tira e um diametro que variou entre 4 e 20 uym. As
superficies das fibras se revelaram bem irregulares e rugosas, além de apresentarem
uma camada externa e particulas esféricas aderidas. Estas Ultimas podem estar
associadas a presenca de goma adraganta e ao silicato de sddio, conforme descrito
pelo fabricante. J& as analises por EDS mostraram que o0 material apresenta uma
composicdo quimica elementar principal de carbono (C) e oxigénio (O), além de tracos

de calcio (Ca), silicio (Si) e enxofre (S), como é mostrado na figura 9B.

O espectro na regido do infravermelho (figura 10) apresenta bandas de
absorcao caracteristicas da celulose I. Os picos entre 1158 e 890 cm™ s&o atribuidos &
estrutura sacaridea da celulose, um deles em ~1028 cm™ refere-se & vibracdo de
estiramento da ligacdo C-O e & vibracdo da ligacdo C-H e, outro em ~1103 cm™,
refere-se a vibracdo de estiramento do grupo C-O-C (ligacdo éter glicosada). A
presenca das bandas em ~1639 e 3300 cm™ é atribuida & vibracédo de deformacéo da
ligagdo O-H em moléculas de agua absorvidas e a vibragdo de estiramento da
ligagcdo O-H, respectivamente, as quais demonstram a tendéncia hidrofilica do material
analisado (Wang et al., 2018). J& o pico em ~1428 cm™ é caracteristico da vibracéo de
deformac&o -CH,, enquanto o pico em ~2896 cm™ refere-se & vibracdo de estiramento
da ligacao C-H alifatica (Battistel et al., 2018; Costa et al., 2015; Kouadri & Satha, 2018;
Souza et al., 2018; Wang et al., 2018).

As caracteristicas de cristalinidade também foram avaliadas e o difratograma
de raios-X (figura 11A) apresentou picos caracteristicos de celulose |. Os picos
bem definidos e ndo dispersivos em 20 = 15,8° (101), 22,3° (002) e 34,3° (040)
(Souza et al., 2018) permitem definir uma estrutura cristalina para a ponta de papel,

além de indicar a auséncia de componentes amorfos, como a hemicelulose, a lignina,
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as pectinas ou a celulose amorfa (Wang et al., 2018). O padrédo de raios-X € coerente

com os resultados obtidos por espectroscopia na regido do infravermelho.

Figura 9. Imagens obtidas por MEV em diferentes magnificagdes (A) e o espectro EDS
(B) da ponta de papel
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O perfil de degradacéo térmica para a amostra € ilustrado nas curvas de TG e
dTG (figura 11B). O termograma demonstra 0 comportamento tipico da celulose frente
a sua degradacgdo térmica em dois estagios bem definidos: o primeiro ocorre com a
perda de ~4% em massa, entre 30 e 100°C, e o segundo ocorre com a perda de ~78%
em massa, entre 270 e 380°C. A pequena reducdo de massa no primeiro estagio
equivale a perda de &gua de hidratacdo (Wang et al., 2018). J& o decaimento no
segundo estagio equivale a degradacao da celulose, confirmada pelo pico em 356°C na
curva de dTG (Battistel et al., 2018; Wang et al., 2018). A massa residual pode estar
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associada com a presenca de compostos inorganicos refratérios na ponta de papel,

como o silicato de sddio, ou até mesmo com a goma adraganta.

Figura 10. Espectro FTIR da ponta de papel
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Figura 11. Difratograma de raios-X (A) e curvas de TG e de dTG (B) da ponta de papel
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3.3.2. MPEE de cocaina em saliva e determinacao por UHPLC-MS/MS

3.3.2.1. Avaliacdo das condi¢Oes de extracdo e de dessorgao
Efeito do solvente organico na fase doadora

A transferéncia do analito através do sistema multifasico € um grande desafio e
depende da composicdo das fases. O solvente orgéanico na FD diminui a tenséo
interfacial entre as fases imisciveis em contato, aquosa e organica, além de reduzir a
condutividade elétrica do meio e, por conseguinte, aumentar o campo elétrico na fase a
qual foi adicionado (Raterink et al., 2013). O uso de ACN na FD (50:50 v/v) foi eficiente
para a extracdo de corantes antimicrobianos em extrato de peixe, usando o sistema

MPEE (Orlando et al., 2019). Assim, essa condi¢ao foi avaliada em um teste preliminar.

A adicdo de ACN a saliva artificial aumentou consideravelmente a quantidade de
cocaina extraida (figura 12A). Além de aumentar o campo elétrico no meio, a ACN é
parcialmente solavel no 1-octanol, colaborando para a difusdo passiva dos analitos para
a fase orgéanica. Ao mesmo tempo, essa solubilizacdo parcial ndo acarretou em
problemas estruturais para o sistema, ja que o eletrodo inferior permaneceu imerso

apenas na FD e as FA continuaram em contato apenas com a FO.
Avaliacdo da composicao da solucéo de dessorcao

Ao alcancar as fases aceptoras, o analito pode estabelecer diferentes tipos
de interacdo. Assim, apés a extracdo, fazem-se necessarias a quebra dessas
interacbes e a dessor¢do dos compostos de interesse a partir da ponta de papel
para um meio compativel como os sistemas de separagdo e deteccdo. Considerando
0 sucesso de misturas de metanol e ACN para a eluicho de cocaina em
sistemas SPE (Boissel et al., 2016; Danaceau & Haynes & Chambers, 2017), uma
solucdo contendo ACN:MeOH:HAc (45:45:10 v/v/v) foi comparada a solucéo utilizada
por Moreira (2018), contendo ACN:NH,Ac 25 mmol L™ (20:80 v/v).

Embora o resultado do estudo das solucdées de dessorcdo (figura 12B) nédo
tenha demonstrado diferenca estatistica significativa, acredita-se que a mistura de

solventes organicos e acido acético possa ser mais eficiente para a quebra das
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possiveis interacdes hidrofobicas entre a cocaina e as cadeias poliméricas de celulose
do sorvente. J4 a adicdo de &cido a mistura pode facilitar a troca i6bnica do analito
protonado nos grupos hidrofilicos de interacdo com o sorvente. Ademais, a superficie
da ponta de papel detém 1-octanol apds a extracdo, o que pode dificultar a dessorcao
do analito por uma solugdo mais aquosa e 0 que pode ter gerado uma maior falta de
reprodutibilidade quando a solugdo ACN:NH4Ac 25 mmol L™ (20:80 v/v) foi usada.
Assim, a solu¢cdo ACN:MeOH:HAc (45:45:10 v/v/v) foi escolhida para as demais etapas.

Figura 12. Efeito do solvente organico na fase doadora sobre a MPEE de cocaina
(A; n = 5) e efeito das solucdes ACN:NHsAc 25 mmol L™ (20:80 v/v) e ACN:MeOH:HAc
(45:45:10 v/viv) sobre a dessorcdo da cocaina extraida (B; n = 5). A area do pico foi

normalizada pelo maior valor médio obtido em cada experimento
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Efeito do potencial elétrico e do tempo de extracao

Considerando a influéncia do tempo e do potencial elétrico em sistemas de
extracdo assistidos por campos elétricos e do possivel compromisso entre esses dois
parametros, eles foram avalidos pelo planejamento experimental Doehlert. Os dados
obtidos foram analisados por ANOVA, através da qual foi possivel verificar que o

modelo explica 98,97% da variabilidade na resposta (R* = 0,9897). Além disso, a
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regressdo mostrou-se significativa (Fcac = 159,63 > Ferit (0,90 3, 55 = 12,06) e que ndo
apresentou falta de ajuste (Fcac = 30,32 < Feiit (0,99; 3; 2) = 99,17). Os efeitos de primeira
ordem foram significativos e positivos, enquanto o efeito de interacdo entre as duas
variaveis nao foi significativo (informacdes obtidas pelo grafico de pareto).

A superficie de resposta gerada (figura 13) confirma a contribuicdo positiva,
tanto em magnitude quanto em direcdo, dos fatores analisados para a quantidade de
cocaina extraida. Ademais, o experimento conduzido sem aplicagdo de campo elétrico
(0 V) nao apresentou extragdo significativa (apenas 1% em valor normalizado),

comprovando assim, a melhoria drastica na transferéncia do analito com a aplicacdo do
campo elétrico.

Figura 13. Superficie de resposta, obtida pelo planejamento Doehlert, para avaliacdo

do potencial elétrico e do tempo aplicados na MPEE de cocaina em saliva e
determinacao por UHPLC-MS/MS
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Os resultados obtidos s&o coerentes com a discussdo realizada por
Yamini & Seidi & Rezazadeh (2014), fundamentada na relacdo direta entre

potencial-campo elétrico e tempo de extracdo-quantidade de ions transferidos.
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Todavia, conforme j& discutido, a escolha de valores muito elevados para esses
parametros pode causar a falta de reprodutibilidade e a diminuicdo da eficiéncia
de extracdo (Campos et al., 2015; Drouin et al, 2019; Huang et al., 2016;
Seip & Gjelstad & Pedersen-Bjergaard, 2015; Yamini & Seidi & Rezazadeh, 2014),
principalmente, pela perda da capacidade de troca das fases aceptoras. Por esses
motivos e pelas respostas similares para os potenciais de 300 e 400 V, as condi¢cbes

escolhidas foram de 300 V e 35 min.
3.3.2.2. Validacao do método
Seletividade

Os cromatogramas dos extratos do branco e os cromatogramas dos extratos
fortificados (1 pug L™), tanto de saliva real quanto de saliva artificial, sdo comparados na
figura 14. E possivel verificar que para o branco ndo ha sinal significativo de
interferentes no tempo de retencdo do analito (0,51 min, conforme é mostrado nos
cromatogramas dos extratos fortificados) para ambas as salivas. Esses resultados
demonstram a seletividade do método e também indicam que as etapas de preparo de

amostras e separacao foram eficientes.
Linearidade

A heterocedasticidade dos dados foi verificada pelo Teste Levene modificado, o
qual revelou que ha uma diferenca significativa entre as variancias para os niveis de
concentragdo estudados (ticac = 3,16 > tigit o5 320 = 2,04). Esse resultado foi
comprovado através da figura 15, que mostra que o0s residuos ndo estédo
aleatoriamente distribuidos ao redor do eixo x e que o desvio padrdo da resposta &
proporcional a concentracdo. Esse comportamento € comum em métodos bioanaliticos
que apresentam uma ampla faixa de concentracdo, de duas ou mais ordens de

magnitude (Almeida & Castel-Branco & Falcéo, 2002).
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Figura 14. Cromatogramas dos extratos do branco e cromatogramas dos extratos
fortificados (1 pg L) referentes a saliva artificial (A) e a saliva real (B). Os

cromatogramas referem-se a transicao de quantificacédo (304 > 182 m/z)
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Figura 15. Grafico de dispersédo dos residuos em funcao das concentracdes da curva
de calibracdo da cocaina em saliva artificial
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Considerando essa situagao, os parametros de regressao da curva de calibracao
foram estimados pelo MMQP, o qual visa atribuir maior peso aos dados que

apresentam menor variancia e assim tornar as variancias entre 0S grupos mais
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homogéneas. Para melhor ajustar os dados a linha de regressao, diferentes fatores
de ponderacdo (1, 1/x*2, 1/x, 1/x%, 1“2 1ly e 1/y?) foram comparados através da
soma dos erros relativos dos dados (3ER;%), conforme mostrado na Eq. 12

(Almeida & Castel-Branco & Falcdo, 2002). Os resultados estdo expressos na tabela 5.

conc.calculada pela regressao ponderada — conc. tedrica

ER (%) = 100 (Eq.12)

conc.tedrica

Tabela 5. Parametros de regressao da curva de calibracdo e os respectivos somatorios
de ER para cada fator de ponderacdo (w). Onde: aw, bw e rw representam as
estimativas de MMQP para os coeficientes linear, angular e de correlacao,

respectivamente

Parametros de regressao da

w curva de calibragdo ponderada YER (%)
ay by My

1 -831 837  0,9974 650
1/x? -416 828  0,9977 378
1/x -196 819  0,9974 250
1/x° -74 795  0,9952 233
y'? -426 827  0,9977 385
1ly -200 816  0,9973 255
1y -73 782  0,9947 242

A regressdo sem ponderacdo (w = 1) apresentou maior ER (650%) quando
comparada as regressdes ponderadas. Dentre os fatores estudados, o w = 1/x°
apresentou menor YER e foi considerado o melhor ajuste para os dados. Apds a
escolha do fator de ponderacéo, os dados foram tratados e os residuos padronizados
(n = 31) apresentaram normalidade (Rcac = 0,9551 > Reit 099 = 0,9503) e
homocedasticidade (ticac = 2,03 < ticit (0,99, 299 = 2,76). O teste de correlagdo ou
independéncia dos residuos foi ndo conclusivo (diower (0,99) = 1,15 < deac = 1,23 <
dupper (0,99) = 1,27). Através da ANOVA, foi possivel verificar que o modelo apresentou

regressao significativa (Fcac = 764105,94 > Fit (0,95; 1; 29= 4,18) e ndo exibiu falta de
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ajuste (Fcac = 3,19 < Feiit (0,95, 5. 24) = 3,90). A equagao da regressao e o coeficiente de
determinacdo estdo na tabela 6. Sendo assim, é possivel afirmar que o método

apresentou linearidade, quando a ponderacao foi aplicada.

Tabela 6. Figuras de mérito para o método de MPEE de cocaina em saliva e
determinacao por UHPLC-MS/MS

Faixa de trabalho Equacdo da regressao (1/x%) R® LD@MgL™ LQugL™
1-100 pg L™ y = 795x -74 0,9904 0,3 0,8
Recuperacgao (%) Preciséo (CV; %)
Concentracéo (ug L™ Intra—(insaio Inter—_ensaio Intra—(insaio Inter—iansaio
(n=5) (n =15) (n=5) (n =15)
0,8 (LQ) 104 87 81 97 10 1 15 16
5 87 84 96 88 13 9 3 10
25 85 80 84 83 5 5 8 7
75 81 92 115 95 10 8 1 16

Efeito Matriz

Os dados das curvas de calibragdo das salivas artificial e real (n = 31 para a
saliva artificial e n = 35 para a saliva real) foram ajustados ao MMQP (w = 1/x?) e o
efeito matriz foi avaliado. O Teste-F indicou que as variancias das curvas sao
estatisticamente equivalentes, ja que Fcac = 1,02 < Feit 0,95 33; 209) = 1,84, e 0 Teste-t
mostrou que nao ha efeito matriz significante para as concentracfes estudadas, ja que
tinclinacao = 0,03 € tintercecao = 0,01 < terit 0,95 62) = 2,00. Portanto, o uso da saliva artificial &
adequado as demais etapas de validagdo do método, considerando a facilidade do

preparo e maior semelhanga com a matriz frente aos solventes utilizados.
Limite de deteccao e limite de quantificacao

O meétodo proposto apresentou baixos LD e LQ (tabela 6) e, portanto, boa

detectabilidade ou sensitividade, mesmo ndo sendo desenvolvido para extragbes em
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condi¢des exaustivas. Os limites obtidos sdo coerentes ou menores do que os valores
apresentados por outros trabalhos da literatura envolvendo a determinacéo de cocaina
em saliva (Bassoti et al., 2020; Fiorentin et al., 2017; Malaca et al.,, 2019;
Millan-Santiago et al., 2021; Saar-Reismaa et al., 2020; Schepens et al., 2017;
Sorribes-Soriano et al., 2019) e possibilitam o uso do método para analises clinicas e

de interesse forense.
Recuperacéo e precisao

Considerando o guia da AOAC (2016), para concentracdes na ordem de 1 e
100 pg L™, a recuperacdo esperada é de 40-120% e 80-110%, respectivamente,
enguanto que a precisao esperada é de até 30% e 15%, respectivamente. Os valores
obtidos (tabela 6) estdo proximos ou abaixo desses limites, inclusive para o LQ. Sendo
assim, dentro das limitacbes do método, é possivel afirmar que o método apresenta

recuperacao e precisao aceitaveis.
Eficiéncia de extracao

Os resultados de eficiéncia de extracdo (em termos percentuais) para a saliva
artificial fortificada nas 7 concentracdes da curva de calibracdo sdo apresentados na
figura 16A. A EF variou de 56 a 70% com um CV maximo de 12% para a quintuplicata.
Considerando que o método de extracdo proposto apresenta uma quantidade limitada
de solucdo eletrolitica aceptora (volume aproximado de 50 pL), restringindo a
guantidade de analito extraido, tdo bem como um escopo ndo exaustivo, ainda assim,
mostrou-se bastante eficiente para a faixa de trabalho estudada. Embora a ANOVA
tenha demonstrado que ha diferenca significativa entre as médias do percentual de EF
(Fcaic = 13,74 > Fiit 0,95, 6: 28) = 2,45), € possivel identificar o minimo de eficiéncia que o

meétodo proposto consegue alcancar.



82

Figura 16. Eficiéncia de extracdo (EF) para a cocaina em saliva artificial por MPEE
(A; n = 5) e comparacdo entre extracbes da cocaina (25 pug L™) a partir de saliva
artificial (S1) e de saliva real (B; S2-S6; n = 5)
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Comparacéo entre salivas de fontes distintas e saliva artificial

Por fim, o teste comparativo de extracOes a partir da saliva artificial e de 5 salivas
reais fortificadas na concentracdo de 25 pg L™ é mostrado na figura 16B. Os valores
obtidos foram comparados pela ANOVA, a qual indica que nédo ha diferenca significativa
entre as médias para as diferentes salivas (Fcac = 2,80 < Fgiit (0,95: 5. 17) = 2,81), inclusive
para a saliva artificial que foi usada em todo o processo de validacdo. Esses resultados
permitem concluir que hd homogeneidade entre amostras e/ou que houve uma eficiente
eliminacdo de interferentes durante o processo de extracdo pelo uso do campo elétrico

e pelo uso de uma fase organica intermediaria (1-octanol).
3.3.3. MPEE de doxorrubicina em saliva e determinagéo por UHPLC-PDA

3.3.3.1. Avaliacdo das condi¢Oes de extracdo e de dessorgao

Efeito da composicao da fase organica
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A escolha correta da composicdo da FO para uso no sistema de MPEE tem
grande importancia, considerando que é a fase que apresenta maior resisténcia
a passagem dos compostos carregados, maior volatilidade e maior possibilidade de
perda durante o processo de extracdo. Embora o 1l-octanol e o 2-ETH apresentem
caracteristicas semelhantes, um grupo aceptor de hidrogénio e interagem fortemente
por ligacdes de hidrogénio com compostos protonados, é possivel observar que o
primeiro exibiu um desempenho melhor na extracdo de DOXO e do padréo interno em
saliva artificial, conforme mostrado na figura 17A. Portanto, o 1-octanol foi escolhido

para as proximas etapas.

Figura 17. Efeito da composicao da fase organica (A) e efeito do solvente organico na
fase doadora (B) sobre a MPEE de doxorrubicina e do padrao interno (n = 3)
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Efeito do solvente organico na fase doadora

O resultado da extracédo da DOXO e do padréo interno em saliva artificial quando
foram adicionados os solventes ACN, metanol e etanol na fase doadora, na proporcao
de 42% (v/v), é apresentado na figura 17B. A ACN apresentou melhor performance,

enquanto o metanol e o etanol diminuiram drasticamente a extracdo dos compostos.
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Tal resultado pode ser explicado pela menor condutividade elétrica da ACN
quando comparada aos demais solventes estudados (1,5 x 10° S cm™ para o
metanol, 1,4 x 10° S cm™ para o etanol e 6,0 x 10%° S cm™ para a acetonitrila)
(Smallwood, 1996), aumentando assim o campo elétrico no meio e a eletromigracao

das espécies carregadas. Portanto, a ACN foi selecionada para as etapas seguintes.
Efeito do potencial elétrico e do tempo de extracao

A melhor condicdo para o potencial elétrico e para o tempo de extracao foi
avaliada através do planejamento Doehlert. Através da ANOVA foi possivel aferir que o
modelo é capaz de explicar 98,67% da variancia dos dados para a doxorrubicina
(R? = 0,9867) e 99,56% para o padréo interno (R* = 0,9956). Além disso, a regressio
foi significativa (Fcac, poxo = 98,36 € Fcac, pauno = 46,96 > Feiit 095, 2. 69 = 5,14) e 0
modelo ndo apresentou falta de ajuste (Fcac, poxo = 8,17 € Fcac, pauno = 8,87 <
Ferit 095; 4, 2) = 19,25). Os efeitos de primeira ordem foram significativos e positivos,
porém o efeito de segunda ordem néao foi significativo. Além disso, o efeito do tempo foi
bem superior (informacdes obtidas pelo grafico de pareto). A superficie de resposta
(figura 18) revela um aumento na resposta experimental com a elevacao dos niveis do
tempo e do potencial para os dois compostos, embora a extracdo do padréo interno
tenha alcancado resultados satisfatorios em niveis menores para 0s parametros em
relacdo ao analito. Diante dos resultados obtidos, optou-se pelas condi¢cdes de 300 V e

35 min.
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Figura 18. Superficie de resposta, obtida pelo planejamento Doehlert, para a avaliagéo
do potencial elétrico e do tempo aplicados na MPEE de doxorrubicina (A) e do padréo
interno (B) em saliva, e determinacao por UHPLC-PDA
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Avaliacdo da composicao da solucédo de dessorcao

Com as condicbes de extracdo devidamente selecionadas, misturas dos
solventes agua, ACN e metanol, contendo 10% v/v de HAc, foram avaliadas para a
dessorcdo do analito a partir da ponta de papel. Como resultado do planejamento
experimental tem-se que o modelo explica 96% da variancia dos dados (R? = 0,9600),
além disso, apresentou regressao significativa (Fcac = 24,03 > Feit (0,95: 5, 5y = 5,05) € ndo
exibiu falta de ajuste (Fcac = 1,47 < Fiit 0,95: 1, 4= 7,71). Para o padréo interno o modelo
apresentou falta de ajuste e por esse motivo os parametros foram escolhidos apenas
em fungéo do analito. Os efeitos de primeira ordem foram significativos apenas para o
metanol e para a ACN, porém os efeitos de segunda ordem demonstram uma interagéo
positiva entre os solventes (informacdes obtidas pelo grafico de pareto). Conforme
mostra o0 mapa de contorno (figura 19), a mistura composta pelos trés solventes,
acrescidos de HAc, resultou em maiores respostas experimentais. As antraciclinas
sdo compostos polares e apresentam boa solubilidade tanto em agua quanto em

solventes organicos polares (Pashaei & Mehrabi & Shekarchi, 2020). Considerando
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essas informacdes e o0s resultados obtidos, a solucdo de H,O:ACN:MeOH:HAc, na
proporcao de 30:30:30:10 v/vivlv, foi escolhida.

Figura 19. Mapa de contorno, obtido pelo planejamento de misturas Centroide-Simplex,

para a avaliacdo da solucéo de dessorcao para a doxorrubicina extraida
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A cor do analito permitiu identificar que a dessor¢cao em vortex por 30 s nédo era
suficiente para extrair o analito da ponta de papel. Assim, viu-se a necessidade de
estudar o procedimento de dessorcéo através da agitacdo em vortex e da sonicacdo em

ultrassom. Os resultados s&o mostrados na figura 20.

A agitacdo em vortex mostrou pouca contribuicdo para a dessorcdo e a
sonicagdo em ultrassom por 5 min foi suficiente nesse processo. No banho ultrassénico
ocorre o fenbmeno de cavitagdo e a formacado de bolhas de ar, as quais transcorrem o
sistema e por um processo fisico sdo capazes de promover o desprendimento do
analito do material sorvente (Pico, 2013). Portanto, optou-se pela dessorcdo em

ultrassom por 5 min.
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Figura 20. Avaliacdo do procedimento de dessorcdo da doxorrubicina e do padréo
interno extraidos (n = 3). Ultra = ultrassom
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3.3.3.2. Validacao do método
Seletividade

A seletividade do método foi comprovada pelos cromatogramas do extrato do
branco e do extrato fortificado (50 pg L™ para DOXO e 300 pg L' para DAUNO),
conforme mostrado na figura 21A. E possivel verificar que ndo ha sinal analitico para o
branco nos tempos de retengao do analito (0,99 min) ou do padrao interno (1,75 min),

0S quais estao presentes no cromatograma do extrato fortificado.
Linearidade

A curva de calibracdo em saliva real foi plotada a partir das razbes
entre os sinais do analito e do padrdao em funcdo da concentracdo de
doxorrubicina, como mostrado na figura 21B. Os dados obtidos para a curva
de calibracdo foram tratados e os residuos padronizados (n = 28) apresentaram
normalidade (Rcac = 0,9628 > Rgit (095 = 0,9618), auséncia de correlagéo

(dupper ©95) = 1,47 < deac = 2,12 < 4-dypper 095y = 2,53) e homocedasticidade
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(ticaic = 1,82 < tieiit (0,95: 26) = 2,06). Através da ANOVA, foi possivel verificar que o modelo
apresentou regresséo significativa (Fcac = 39204,09 > Feit 0,05 1. 26) = 4,23) € n&o exibiu
falta de ajuste (Fcac = 0,29 < Fgit 095; 5 21y = 2,68). A equagdo da regressdo e o
coeficiente de determinacdo sdo apresentados na tabela 7. Sendo assim, é possivel
afirmar que o meétodo apresentou linearidade na faixa de concentracdo estudada
(50-500 ug L™).

Figura 21. Cromatogramas do extrato do branco e do extrato fortificado, na
concentracgdo de 50 ug L™ para a doxorrubicina e 300 ug L™ para o padrdo interno (A) e
a curva de calibracédo, obtida pelo método de MPEE de doxorrubicina em saliva real e
determinacao por UHPLC-PAD (B; n =5)
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Limite de deteccéao, limite de quantificacdo, recuperacao e precisdo

O LD e o LQ obtidos (tabela 7) sédo adequados para a faixa de trabalho estudada
e para o objetivo pretendido. O método também apresentou recuperacdo e precisédo
aceitaveis para os 3 niveis de concentracdo estudados, conforme sugere o0 guia da
AOAC (2016).
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Tabela 7. Figuras de mérito para o método de MPEE de doxorrubicina em saliva e
determinacao por UHPLC-PDA

Faixa de trabalho Equacio da regresséo R? LD(ug L™  LQugL™
50-500 pg L™ y =0,0031x + 0,0246 0,9993 25 50
Recuperacao (%) Preciséo (CV; %)
Concentracéo (ug L™ Intra—ﬁnsaio Inter—_ensaio Intra—(insaio Inter—_ensaio
(n=6) (n=18) (n=6) (n =18)
50 (LQ) 95 87 101 94 8 8 7 10
275 99 95 89 94 4 6 4 6
500 97 100 94 97 4 5 4 5

Eficiéncia de extracao

A EF é apresentada na figura 22A para trés niveis de concentracdo (50, 275 e
500 pg L™), a qual variou de 27 a 30%, com um CV maximo de 10% para a triplicata.
Embora a eficiéncia média ndo tenha sido elevada (~29%) e nao haja uma
pré-concentracdo do analito, o resultado é coerente com 0 escopo nao exaustivo do
procedimento de extracdo, principalmente devido as limitacbes de volume da fase
aceptora e da amostra.

Comparacéo entre salivas de fontes distintas

O resultado da avaliagdo da variabilidade da matriz estudada € apresentado na
figura 22B, sendo possivel observar que ndo ha diferenca significativa entre os sinais
para as diferentes amostras de saliva analisadas. Para confirmar tal suposicéo,
uma ANOVA foi realizada, a qual mostrou que as variancias e as médias entre 0s
grupos nao sao estatisticamente diferentes (Fca = 2,20 < Fgit (0,95; 4; 17) = 2,96). Portanto,
sugere-se uma homogeneidade composicional entre as amostras de saliva e/ou uma
eficiente separacdo do analito dos demais componentes da matriz, conferida pelo

processo de extracao.
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Figura 22. Eficiéncia de extragdo (EF) para a doxorrubicina em saliva real por MPEE
(A; n = 3) e comparacao entre extracdes de doxorrubicina a partir de 5 amostras de

saliva real (A; S1-S5; n = 5), sendo que a S1 foi usada em todo processo de validacéo
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3.3.4. MPEE de doxorrubicina em saliva e determinagao por DIA

3.3.4.1. Avaliacdo das condi¢cOes de extracao
Avaliacéo da limpeza da ponta de papel

O procedimento de limpeza mostrou-se bem eficiente na remog&o da coloracao
amarelada da ponta de papel. Através dos resultados da digitalizagdo (figura 23A)
€ possivel notar que hd uma diferenca de intensidade dos canais RGB para as
pontas de papel com e sem limpeza. Esses resultados correspondem aos canais
RGB mais intensos. Valores proximos a 255 indicam uma menor absorgdo de cor
e consequentemente uma menor interferéncia causada pelo material suporte na
determinacao do farmaco. O hipoclorito de s6dio é uma substancia comumente utilizada
no processo de branqueamento da industria de papel e celulose, e pode ter contribuido
para a oxidacdo dos compostos organicos presentes na ponta de papel, os quais
conferem cor ao material. Ja na figura 23B sdo apresentadas as imagens das pontas

de papel com e sem limpeza, as quais foram submetidas & extracédo de 1 mg L™ de



91

doxorrubicina. Através dessa figura € possivel distinguir melhor a coloracdo
caracteristica do analito extraido (na parte inferior do material sorvente) da ponta de
papel submetida a limpeza. Diante dos resultados obtidos, a ponta de papel “limpa” foi

escolhida para as proximas etapas.

Figura 23. Intensidade dos canais RGB para as pontas de papel com e sem limpeza
(A; n = 3) e imanges das pontas de papel com e sem limpeza ap6s a MPEE de
doxorrubicina (1 mg L™) em saliva artificial (B)
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e que os canais G e B apresentaram melhor desempenho na sua detecc¢éo, o canal G

foi escolhido para o tratamento dos dados das proximas etapas.
Efeito do potencial elétrico e do tempo de extracao

A seguir, tém-se os resultados para o planejamento Doehlert, usado para avaliar
as condicOes de potencial elétrico e tempo de extracdo. Através da ANOVA foi possivel
verificar que o modelo explicou 87,17% da variancia dos dados (R?> = 0,8717). A
regressao foi significativa (Fcac = 20,38 > Fiit (0,95; 2. 6) = 5,14) € 0 modelo nédo apresentou
falta de ajuste (Fcac = 16,69 < Feit (0,95; 4: 2) = 19,25). O efeito dos parametros avaliados

sobre o processo de extracao foi significativo e negativo, ja o efeito de interacdo de
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segunda ordem ndo foi significativo (informacdes obtidas pelo grafico de pareto).
E valido relembrar que quanto maior a concentracdo do analito menor € a intensidade
do canal G, portanto os valores negativos para os efeitos de primeira ordem indicam
que a medida que o potencial elétrico e o tempo se elevam a eficiéncia de extracao
aumenta. Esse comportamento é confirmado pela superficie de resposta (figura 24).

Considerando os resultados apresentados, adotaram-se as condi¢cdes de 300 V e
20 min.

Figura 24. Superficie de resposta, obtida pelo planejamento Doehlert, para avaliacdo

do potencial elétrico e do tempo aplicados na MPEE de doxorrubicina em saliva e
determinacao por DIA

Canal G

Bl > 300
Bl < 300
Bl < 240
[ < 180

3.3.4.2. Validacao do método

Linearidade

Os valores obtidos para o canal G mais intenso e as respectivas concentracdes
de doxorrubicina foram plotados para a obtencédo da curva de calibracdo em saliva real

(figura 25). Os dados obtidos foram tratados e os residuos padronizados (n = 27)
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seguem a distribuicdo normal (Rcac = 0,9903 > Rt 0,95y = 0,9607), sé&o independentes
(dupper ©99) = 1,23 < dcac = 2,55 < 4-dypper 0999 = 2,77) e homocedasticos
(ticaic = 0,32 < tigiit 0,95; 25) = 2,06). Por fim, a ANOVA demonstrou que a regresséo foi
significativa (Fcac = 1845,39 > Fit 0,05: 1; 25) = 4,24) € que 0 modelo ndo exibiu falta de
ajuste (Fcac = 0,62 < Feit (0,95; 5: 200 = 2,71). A equagédo da regresséo e o coeficiente de
determinacao sao apresentados na tabela 8. Os resultados confirmam a linearidade do

método na faixa de concentracgéo estudada (50-500 pg L™).

Figura 25. Curva de calibracdo obtida pela MPEE de doxorrubicina em saliva real e
determinacaopor DIA (n = 5)

240

225 []

210 8

Canal G

195 i

180 T T T T T T T
50 125 200 275 350 425 500

Concentracéo (ug L™)

Tabela 8. Figuras de mérito para o método de MPEE de doxorrubicina em saliva e
determinacao por DIA

Faixa de trabalho Equacédo da regresséo R® LD (ug L_l) LQ (ng L'l)
50-500 pg L™ y =-0,08x + 234,07 0,9866 15 50
Recuperacéo (%) Preciséo (CV; %)
Concentracéo (1g L—l) Intra-gnsaio Inter-iansaio Intra-(insaio Inter-_ensaio
(n=6) (n =18) (n=6) (n=18)
50 (LQ) 108 110 109 109 8 8 8 7
275 98 103 102 101 5 6 7 6

500 98 99 92 96 5 3 5 6
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Limite de deteccao, limite de quantificacdo, recuperacéo e precisao

Os valores de LD e LQ obtidos (tabela 8) foram adequados para o objetivo
proposto e os resultados de recuperacao e preciséo, inclusive para o LQ, também foram

satisfatorios para as concentracdes estudadas.
3.4.Conclusdes

O presente capitulo expde uma eficiente aplicacdo do sistema MPEE para a
extracdo de cocaina e de doxorrubicina em saliva. A ponta de papel utilizada nesse
sistema foi devidamente caracterizada e apresentou composi¢cao simples, baseada em
celulose. A simplicidade composicional da ponta de papel € importante para se evitar
interferéncias durante os processos de extracdo e dessorcdo dos compostos de
interesse. O grande namero de grupos hidroxila presentes na estrutura da celulose
favorecem as interacdes hidrofilicas com analitos-alvo (Pacheco-Fernandez et al., 2020;
Wu & He, 2019) e, assim, pode-se afirmar que a ponta de papel atua ndo somente
como material suporte para a solucédo eletrolitica, mas também como sorvente. O
sorvente também mostrou hidrofilicidade, porosidade, cristalinidade e alta estabilidade
térmica. A hidrofilicidade permite a molhabilidade e a condutividade, ambas necessarias
ao processo de extracao assistido por campos elétricos, e a porosidade confere maior
capacidade sortiva ao material. Ademais, houve compatibilidade com os solventes
utilizados nos processos de extracdo e dessorcéo, tdo bem como, estabilidade diante

da voltagem aplicada no sistema.

O método de MPEE de cocaina em saliva e determinagdo por UHPLC-MS/MS
demonstrou bom desempenho e foi devidamente validado, apresentando adequadas
linearidade, recuperacdo e precisdo, além de baixos limites de deteccdo e de
quantificacdo. Os métodos de MPEE de doxorrubicina em saliva e determinacdo por
UHPLC-PDA e DIA também foram eficientes e as figuras de mérito avaliadas foram
satisfatorias, principalmente ao considerar a ampla faixa de concentracao estudada. A
eficiéncia de extracdo, quando analisada, também foi considerada satisfatoria, ja que
nao se trata de um sistema de extracao exaustivo. Vale ressaltar a operacionalidade da
deteccdo direta do analito pelo método MPEE-DIA, sem a necessidade de uma etapa
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adicional de compatibilizagdo da amostra com o sistema de detec¢do. Além disso, 0s
aparatos para a deteccao por imagem sao de facil manipulacao, facil acesso e de baixo
custo quando comparados as técnicas tradicionais. Apesar da etapa de dessorcao
necessaria para a analise por UHPLC-PDA, os processos de separacdo e deteccao

compensam pelo tempo curto (4 min) e pela seletividade.

A eficiencia na eliminacdo de interferentes oriundos da amostra biologica
estudada e a seletividade sdo pontos relevantes do processo de eletroextracao
multifasica, possibilitadas pela aplicacdo de um campo elétrico e pelo uso de uma fase
organica intermediaria. A alta frequéncia analitica proporcionada pelo sistema MPEE
corrobora para o aumento do fluxo de trabalho, menor tempo de analise e diminuicao
dos custos, conforme é solicitado pelos laboratérios clinicos e forenses. Ademais, o
preparo de amostras utilizado mostrou-se bastante funcional e compativel com

diferentes sistemas de separacao e deteccdo, 0 que exalta a sua versatilidade.
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CAPITULO IV - PRODUCAO DE FILMES NANOESTRUTURADOS POR
LAYER-BY-LAYER E APLICACAO NA EXTRACAO DE FARMACOS, DROGAS DE
ABUSO E INSETICIDAS A PARTIR DE SALIVA E OUTRAS MATRIZES
COMPLEXAS

4.1. ConsideracgOes gerais

Conforme discutido no Capitulo 11, flmes multicamadas séo facilmente montados
sobre substratos de diferentes formas e tamanhos através da técnica LBL,
apresentando elevada resisténcia e versatilidade. Muitos estudos demonstram a
eficiéncia desses filmes LBL em processos de separacao e extracdo, incluindo aqueles
formados por nanoparticulas e polimeros. Dentre as nanoparticulas empregadas em
LBL, destacam-se os materiais baseados em carbono, como os NTC, e as suas versdes
funcionalizadas (Du et al., 2008, 2012; Liu et al., 2014; Zheng et al., 2019).

Os NTC séo estruturas cilindricas de folhas de grafeno (Figura 26A),
podendo ser compostos de apenas uma folha, denominados de nanotubos
de carbono de parede simples (SWCNT), ou por varias folhas concéntricas,
denominados de nanotubos de carbono de parede multiplas (MWCNT; Figura 26B)
(Saifuddin & Raziah & Junizah, 2012; Samanidou & Karageorgou, 2012;
Zhang et al., 2013). Esses ultimos sdo caracterizados por ter no maximo 15 nm de
didmetro externo (Saifuddin & Raziah & Junizah, 2012).

Figura 26. Representacdo da folha de grafeno (A) e dos nanotubos de carbono de
paredes multiplas (MWCNT; B)

(A) | (B)

Fonte: Adaptado de Zhang et al. (2013).



97

Além das dimensdes reduzidas e da alta area superficial (50-1000 m? g™)
(Intrchom & Mitra, 2017), os NTC apresentam alta resisténcia mecéanica e térmica,
propriedades eletrbnicas atraentes, e sdo capazes de estabelecer diferentes tipos
de interacdo com moléculas organicas e espécies inorganicas. As interacdes
com moléculas organicas podem ocorrer por meio de forcas ndo covalentes do
tipo interagdes Tr-mm stacking, interacGes hidrofébicas, ligacbes de hidrogénio,
forcas de Van der Walls e forcas eletrostaticas (Samanidou & Karageorgou, 2012;
Zhang et al., 2013). Ademais, alteragcbes superficiais pela adicdo de grupos
amina, carbonila, carboxila e hidroxila sdo facilmente executadas e podem
garantir a formagdo de nanotubos com diferentes polaridades, hidrofobicidade e
seletividade (Saifuddin & Raziah & Junizah, 2012; Samanidou & Karageorgou, 2012;
Zhang et al., 2013).

Assim, diante das caracteristicas e vantagens apresentadas acima e na tentativa
de tornar a ponta de papel um material mais sortivo e seletivo para o processo de
MPEE, um filme nanoestruturado de PDDA e MWCNT foi montado sobre o sorvente
através da técnica LBL. Baseando no trabalho de Niu et al. (2012), frascos de
borossilicato também foram submetidos ao processo LBL. Por fim, os materiais
revestidos foram aplicados na extracdo de farmacos, drogas de abuso e inseticidas a

partir de amostras de saliva e outras amostras complexas (urina e agua superficial).

A grande variedade de compostos estudados nessa etapa, incluindo aqueles que
foram analisados nos capitulos anteriores, visa demonstrar a ampla aplicabilidade do
filme (PDDA/MWCNT)1;p em processos de extracdo. A tabela abaixo (tabela 9)
apresenta algumas propriedades desses compostos (atividade, pKa e log P) relevantes

ao trabalho.

Além da importancia da investigacdo de farmacos e drogas de abuso em
amostras biolégicas, conforme discutido no capitulo Il, a determinacdo de inseticidas
(incluindo os neonicotindides, como o0 tiametoxam e a imidacloprida) em fluidos
biologicos também pode trazer informacbes relevantes de toxicidade, as quais
podem estar relacionadas a exposicdo de trabalhadores a esses compostos

(Han & Tian & Shen, 2018). Ademais, devido a sua acessibilidade ou disponibilidade
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nos mercados, alguns neonicotindides sdo relacionados a casos de envenenamento
intencional e suicidas (Lin et al., 2013; Yeter & Aydin, 2013; Fuke et al., 2014).

Tabela 9. Compostos avaliados na extracao pelo filme nanoestruturado LBL e suas

respectivas propriedades

Composto Atividade pKa log P
Cocaina (COC) Estimulante e anestésico local* 8,6* 2,3*
Lidocaina (LID) Antiarritmico e anestésico local* 8,0** 2,44**
Cafeina (CAF) Estimulante** 14,0** -0,07**

Daunorrubicina (DAUNO) Antineoplasico e antibiético* 8,94 € 9,63***  1,83***
Doxorrubicina (DOXO) Antineoplasico e antibiotico* 8,94 e 9,53*** 1 27***
Azitromicina (AZI) Antibioético* 8,5* 3,03*
Diclofenaco (DICLOF)  Analgésico, antipirético e anti-inflamatorio** 4,15** 4,51**
Ibuprofeno (IBUF) Analgésico, antipirético e anti-inflamatério** 5,3* 3,97*
Valsartana (VAL) Anti-hipertensivo** 4,73** 1,49*
Losartana (LOS) Anti-hipertensivo** 5,5%* 1,19**
Clortalidona (CLORT) Anti-hipertensivo** 8,76** 0,85*

Redutor de colesterol total, LDL e

Sinvastatina (SINV) o _ 14,91* 4,68**
triglicérides, e indutor de colesterol HDL**

Montelucaste (MONT) Anti-inflamatorio e broncodilatador* 4,4* 7,9**
Tiametoxam (TIAMET) Inseticida* - -0,13*
Imidacloprida (IMIDA) Inseticida* 1,56 e 11,12* 0,57*

* https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/; ** https://go.drugbank.com/; *** Pashaei & Mehrabi & Shekarchi (2020)
LDL = lipoproteina de baixa densidade; HDL = lipoproteina de alta densidade.

Apdés o consumo, muitos farmacos e drogas de abuso sdo excretados
pelo organismo na forma metabolizada ou ndo metabolizada, podendo alcancar aguas
residuais urbanas. Os inseticidas também podem ser encontrados nesse meio, visto
que sdo persistentes e apresentam alto potencial de lixiviagdo e escoamento
(Morrissey et al.,, 2015). Se nado removidos completamente das aguas residuais,

esses compostos chegam até as aguas superficiais e subterraneas, o que gera uma
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preocupacdo, em longo prazo, para 0 meio aquatico e para a saude humana
(Varsha & Kumar & Rathi, 2022).

4.2. Parte experimental
4.2.1. Reagentes, amostras e materiais

Peréxido de hidrogénio (H,0,), acido sulfurico (H.SO,4), acido cloridrico (HCI),
hidréxido de amobnio 25% (NH,OH) e solucdo aquosa de PDDA 20% plv
(MM ~ 200000-300000) foram adquiridos de Sigma-Aldrich (EUA). O &cido férmico e o
acido aceético foram obtidos de J.T. Baker (EUA). Os sais cloreto de sédio (NaCl) e
cloreto de aménio (NH4CIl) foram obtidos de Synth (Brasil), além de sulfato de sodio
(Na,SO,), acetato de sodio, urea e creatinina que foram adquiridos de Sigma-Aldrich
(USA). A ACN foi obtida de J.T. Baker (EUA) e o 1-octanol de Sigma-Aldrich
(Alemanha), ambos grau HPLC. A solucdo de cocaina e os reagentes cloridrato de
doxorrubicina e cloridrato de daunorrubicina utilizados nessa etapa ja foram descritos
no tépico 3.2.2. Os padrbes de cloridrato de lidocaina, azitromicina, diclofenaco de
sédio, ibuprofeno, clortalidona, sinvastatina, montelucaste de sodio, tiametoxam,
imidacloprida e a solucdo de cafeina 1000 mg L™ foram obtidos de Sigma-Aldrich
(Alemanha), e os padrbes de valsartana e losartana foram adquiridos de United
States Pharmacopeia (EUA). J& os MWCNT funcionalizados com grupos carboxilicos
(razdo meédia covalente de 64%) foram obtidos do Centro de Tecnologia em
Nanomateriais e Grafeno (CTNano-UFMG, Brasil), os quais apresentam diametro médio
de 19 nm e distribuicdo de comprimento de até 30 um (comprimento meédio de 6 um por
média aritmética e de 12 um por média ponderada). O procedimento de funcionalizagédo
é descrito por Castro et al. (2019). Agua deionizada (resistividade 18,2 MQ cm) foi
obtida através do sistema de purificagao Milli-Q Simplicity 185 (Millipore, EUA).

O preparo da saliva artificial foi descrito no topico 3.2.2. A urina artificial foi
preparada conforme descrito por Laube & Mohr & Hesse (2001), utilizando 25 g L™
de urea, 1,100 g L™ de creatinina e os diferentes sais CaCl,.2H,O (1,103 g L™),
NaCl (2,925 g L™), Na,SO, (2,250 g L™), KH.PO, (1,400 g L™), KCI (1,600 g L™) e
NH4CI (1,000 g L™). O pH final da urina foi 6,03. J&4 a 4gua superficial foi coletada em
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um cOrrego na regido da Pampulha (Belo Horizonte, MG) e foi mantida sob refrigeracao
até o uso. O pH da &gua superficial foi 7,09.

A descricdo das pontas de papel utilizadas esta no topico 3.2.2. Os frascos de
vidro borossilicato de 20 mL foram adquiridos de Analitica (Brasil), os quais possuem
dimensdes de 22,5 x 75,3 mm, transparéncia, lacre magnético de rosca e septo de
PTFE/silicone. Os filtros de seringa, com membrana de PVDF, diametro de 13 mm e
didmetro do poro de 0,22 pm, também foram obtidos de Analitica (Brasil). LAminas de

quartzo de dimensao 1 x 4 cm também foram utilizadas.

Para o processo de extragdo, um homogeneizador de solu¢cdbes HMO1
(Kacil; Brasil), com rotacdo de 360° em torno do eixo horizontal e velocidade variando

de 0 a 25 rpm, foi utilizado.

4.2.2. Montagem e caracterizagéo do filme (PDDA/MWCNT)1o
4.2.2.1. Preparo dos substratos

Anterior ao processo de deposicdo das multicamadas, os substratos foram
efetivamente limpos e preparados. Os frascos de borossilicato foram preenchidos
com solucdo de H;SO4H,O, (3:1 viv) e deixados sob repouso por 60 min
e a temperatura ambiente. Apds esse periodo, a solucdo de H,SO4:H,0, foi
descartada e os frascos foram enxaguados intensamente com agua deionizada
(Mesquita & Donnici & Pereira, 2010). J& as pontas de papel foram apenas imersas em

agua deionizada por 2 min.

Para a etapa de caracterizacdo do filme nanoestruturado, laminas de quartzo
foram utilizadas como substrato e foram limpas seguindo o procedimento: (1) imerséao
em solugdo de NH,OH:H,O,:H,O (1:1:5 v/v/v) por 10 min e em estufa a 80°C;
(2) enxague com agua deionizada, repetidas vezes; (3) imersdo em solugdo de
HCI:H,02:H,O (1:1:6 v/viv) por 10 min e em estufa a 80°C; (4) enxague com agua

deionizada, repetidas vezes (Mesquita & Donnici & Pereira, 2010).
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4.2.2.2. Preparo da solucdo de PDDA e da dispersdao de MWCNT

A solucdo aquosa de PDDA foi preparada para uma concentracdo final de
0,5% m/v e apresentou pH final de 6,8. Ja a dispersdo de MWCNT foi preparada
usando 0,005 g nanotubos de carbono para 100 mL de agua deionizada. Essa
suspensao foi submetida ao banho ultrassonico por 1 hora, seguido de um repouso de
24 horas. Ap0s o repouso, o sobrenadante foi coletado e a dispersao foi utilizada para a

preparacao do filme LBL. A disperséao final apresentou um pH de 8,8.

4.2.2.3. Montagem do filme (PDDA/MWCNT)10

O filme multicamadas foi preparado manualmente pelo processo de deposicoes
alternadas de PDDA e MWCNT. Como os substratos utilizados apresentam densidade
de carga negativa, a montagem iniciou pela deposicdo do polimero carregado

positivamente (PDDA).

Para os frascos de borossilicato, o processo foi realizado obedecendo a
sequéncia: (1) preenchimento do frasco com a solucdo de PDDA por 5 minutos;
(2) retirada da solugcdo usada na etapa 1; (3) preenchimento do frasco com agua
deionizada por 3 e 1 minuto, sequencialmente, para a retirada do excesso do material
de revestimento; (4) preenchimento do frasco com a dispersdo de MWCNT por
5 minutos; (5) retirada da solucdo usada na etapa 4; (6) repeticdo da etapa 3. Uma
etapa adicional de secagem, a temperatura ambiente e por 10 minutos, ocorreu apos
cada ciclo. Essa sequéncia foi entdo repetida até a deposicdo de 10 bicamadas de
PDDA/MWCNT, conforme demonstrado na figura 27. Para as pontas de papel, o
procedimento foi ligeiramente modificado, através da imersdo desses materiais em

béqueres contendo os materiais de revestimento e de limpeza.

4.2.2.4. Caracterizagao do filme (PDDA/MWCNT)10

Potencial Zeta

O potencial Zeta da solugédo aquosa de PDDA (0,5% m/v) e da dispersao de
MWCNT (0,005% m/v) foi mensurado através do equipamento ZetaSizer Nano-ZS
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(Malvern Instruments, UK) e os valores reportados sdo uma média de 3 medidas, com

10 leituras cada.

Figura 27. Esquema representativo do processo de formagdo das multicamadas de
PDDA/MWCNT

PDDA AGUA AGuA MWNTC AGUA AGUA
(5 min) (3 min) (1 min) (5 min) (3 min) (1 min)

Espectroscopia UV-Vis

A espectroscopia de absorcdo molecular na regido do ultravioleta-visivel foi
utilizada para o monitoramento do crescimento do filme (PDDA/MWCNT);o em lamina
de quartzo. As medicbes foram realizadas apés a deposicdo de cada bicamada de
PDDA/MWCNT sobre o substrato e os espectros foram obtidos na regido espectral de
200 a 800 nm, usando um espectrofotdmetro Cary 60 (Agilent Technologies, USA).
Para essa analise, a lamina de quartzo foi encaixada no centro do caminho 6ptico do

espectrofotdmetro, usando um suporte impresso 3D.
Microscopia eletrénica de varredura

Informacbes sobre a morfologia superficial do filme (PDDA/MWCNT),o foram
obtidas através de um microscopio eletrénico de varredura FEI Quanta 3D SEM-FIB
(Louisiana State University, Louisiana). As analises foram realizadas no filme formado
sobre a ponta de papel e sobre o frasco de borossilicato e para isso uma fina camada
de carbono (~15 nm) foi depositada sobre esses materiais.



103

4.2.3. Aplicagdo da ponta de papel-(PDDA/MWCNT);o na eletroextragao
multifasica de farmacos, drogas de abuso e inseticidas a partir de saliva
4.2.3.1. Procedimento de MPEE e de dessorcéo

A ponta de papel-(PDDA/MWCNT),o foi submetida ao processo de MPEE,
usando o sistema descrito no topico 3.2.1. As condigcbes de extracdo foram:
FD = 700 pL de saliva artificial fortificada na concentracdo de 1 mg L™ para cada
analito, acrescida de 500 pL de ACN; FO = 350 uL de 1-octanol; FA = ponta de papel
sorvente modificada ou ndo modificada, embebidas com &cido acético 400 mmol L™ ou
NH4OH 400 mmol L™; 300 V e 35 min. O processo de eletroextracdo foi realizado de
duas formas distintas para abranger tanto os compostos de carater acido quanto os de
carater basico, ora o eletrodo positivo foi alocado na fase doadora ora em contato com
as fases aceptoras. Apés a extracao, os compostos foram dessorvidos das pontas de
papel usando 200 pL da solugdo H,O:ACN:MeOH:HAc (30:30:30:10 v/v/viv) ou da
solucdo H,O:ACN:MeOH:NH,OH (30:30:30:10 v/v/viv), em ultrassom por 5 minutos. A
solucdo de dessorcdo foram acrescidos 150 pyL de agua deionizada e a mistura
resultante foi entdo filtrada e analisada pelo sistema UHPLC-MS/MS. Os procedimentos
foram realizados em triplicata e o0s resultados foram expressos em termos de
porcentagem de extracdo (ou eficiéncia de extracao), dividindo a area do pico do analito

extraido pela area do pico no extrato fortificado (2 mg L™ para cada analito).

4.2.3.2. Determinacdo dos farmacos, drogas de abuso e inseticidas por
UHPLC-MS/MS

A determinacdo dos compostos foi realizada no sistema cromatografico Acquity
UPLC™ H-Class acoplado ao espectrémetro de massas TQD triplo quadrupolo (Waters
Inc., EUA), o qual operou nos modos positivo e negativo. As condigbes cromatograficas
e do sistema MS/MS utilizadas estdo descritas na tabela 10. O software Masslynx 4.1

(Waters Corporation, EUA) foi utilizado para o tratamento de dados.
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Tabela 10. Condi¢Bes cromatogréaficas e do sistema MS/MS para a determinacdo dos
farmacos, drogas de abuso e inseticidas

CONDICOES CROMATOGRAFICAS

Coluna Acquity UPLC BEH C18 (1,7 ym; 2,2mm; 50 mm)
Temperatura da coluna e do amostrador 35 e 25°C
Fase movel Agua (A); ACN (B)

0,00 min, 15% B; 0,20 min, 15% B; 1,00 min, 95% B;

Gradiente (tempo, %B) ) ) )
2,00 min, 95% B; 2,01 min, 15% B; 3,00 min, 15% B

Tempo total de corrida 3 min
Vazdo da fase movel 0,4 mL min*
Volume de injecéo 5puL
CONDICOES DO SISTEMA MS/MS
Modo de operacéo MRM (Monitoramento de Reac¢6es Miuiltiplas)
Razao m/z )
Energia de
Composto (Quantificacéo; Voltagem do cone (V) )
coliséo (V)
Confirmacéo)

CAF 195>138; 195>110 38; 45 20; 20
cocC 304>182; 304>82 13; 13 20; 20
LID 235>86; 235>58 30; 26 18; 35
LOS 423>405; 423>207 35; 35 11, 22
VAL 436>207; 436>235 40; 40 15; 25
CLORT 337>319; 337>190 40; 40 15; 17
DOXO 544>397; 544>130 18; 18 12; 18

DAUNO 528>321 18 12

AZI 749>158 30 40
SINV 419>199; 419>325 35; 20 18;18

MONT 586>422 40 25

IBUP 205>161 15 5
DICLOF 296>278; 296>215 20; 20 10; 10
TIAMET 292>211, 292>181 20; 20 8; 20
IMIDA 256>209; 256>175 25; 25 21;12

Fonte ESI+ ou ESI-
Voltagem do capilar 3300V Temperatura da fonte 150°C
Vazao do gas do cone 4 Vazdo do gés de dessolvatagao 4
40L h 650 L h
(N2) (N2)
Temperatura de
450°C

dessolvatagéo
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4.2.4. Aplicagdo do frasco de borossilicato-(PDDA/MWCNT);0 na extragdo de
farmacos, drogas de abuso e inseticidas a partir de saliva, urina e 4gua de
corrego

4.2.4.1. Procedimento de extracéo

Aos frascos de borossilicato revestidos foi adicionada a amostra contendo
os diferentes compostos. Os frascos foram submetidos a agitacdo, em um
homogeneizador a 20 rpm, e apdés esse periodo a mistura foi descartada. Na
sequéncia, 700 pL da solugcéo de dessorcdo foi adicionada ao frasco e o sistema foi
agitado, também em homogeneizador a 20 rpm, por 15 min. Por fim, a solucdo de
dessorcéo foi retirada do frasco, filtrada e analisada por UHPLC-MS/MS. O sistema e as

condicBes de analise por UHPLC-MS/MS foram descritos no topico anterior.
4.2.4.2. Avaliacédo das condicdes de extracéo e de dessorcao

As condicdes de extracdo e de dessorcdo foram avaliados utilizando saliva
artificial. Para isso, 700 pL de saliva fortificada na concentracdo de 200 pg L™ para cada
composto e 1300 pL de tamp&o acetato 40 mmol L™ foram adicionados ao frasco para a
extracdo. O tampao acetato foi adicionado para facilitar a dispersdo da saliva sobre o

frasco e maior contato com o filme.

Primeiramente, foram avaliados 4 tempos de extracdo (30, 60, 120 e 180 min),
de forma univariada, utilizando H,O:ACN (50:50 v/v) como solucdo de dessor¢ao. Num
segundo momento, foram avaliadas 3 composi¢cbes para a solugcdo de dessorcéo
(H20O:ACN 50:50 v/v, H,O:MeOH 50:50 v/v e H,O:ACN:HAC 45:45:10 v/v/v), utilizando
30 min na etapa de extragdo. Os procedimentos foram realizados em triplicata e os
resultados foram avaliados em termos de porcentagem de extracdo, dividindo a area do
pico do analito extraido pela area do pico no extrato fortificado (200 pg L™ para cada
analito).
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4.2.4.3. Extracdo de farmacos, drogas de abuso e inseticidas a partir de

diferentes matrizes

As condicbes de extracdo e de dessorcdo selecionadas nos tépicos anteriores
para a saliva foram estendidas para as outras duas matrizes (urina artificial e agua
de cdrrego), respeitando inclusive o volume da amostra (700 uL), a concentracdo de
cada composto (200 pg L) e a adicdo de tamp&o acetato. Os procedimentos foram
realizados em triplicata e os resultados foram expressos em termos de porcentagem de

extracao.

Considerando que o volume menor de amostra (geralmente < 1 mL) é limitado
apenas para a saliva, também foi realizado um teste utilizando 10 mL das outras
duas amostras, mas mantendo a concentracéo de cada composto (200 ug L™?). Nesse
momento, a adicdo de tampdo acetato ndo foi necesséaria. Aqui, os procedimentos
também foram realizados em triplicata e os resultados de area do pico foram

comparados.

4.2.4.4. Avaliacéo da reprodutibilidade dos frascos de
borossilicato-(PDDA/MWCNT)1g

A reprodutibilidade entre os materiais produzidos foi realizada a partir de
5 frascos de borossilicato-(PDDA/MWCNT)10. As extragBes foram realizadas utilizando
700 pL de saliva artificial (acrescida de 1300 uL de tampéao acetato), de 10 mL de urina
sintética ou de 10 mL de agua de corrego, ambas fortificadas na concentracado de
200 pg L™ para cada analito. Os resultados foram expressos em termos de CV (%).

4.2.4.5. Avaliagao da reutilizacao dos frascos de
borossilicato-(PDDA/MWCNT)1

Apdés a extracdo e a dessor¢cdo dos diferentes compostos, os frascos de
borossilicato-(PDDA/MWCNT)jo, utilizados na avaliagdo da reprodutibilidade, foram
submetidos ao processo de limpeza utilizando 1 mL da propria solucdo de dessorcao
(H2,O:ACN:HAc 45:45:10 v/vlv). O sistema foi agitado por 7 min, utilizando um
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homogeneizador a 20 rpm. Em seguida, a solugéo de limpeza foi filtrada e analisada
por UHPLC-MS/MS para identificar se ainda havia compostos adsorvidos ao filme.

Apds a etapa de limpeza, os frascos revestidos foram submetidos a mais
4 processos de extracao conforme os procedimentos descritos acima. Ao final de cada
processo os compostos foram analisados por UHPLC-MS/MS e a possibilidade de
reutilizacdo dos materiais foi avaliada. Nesse momento, foram apresentados apenas 0s
resultados de area do pico para os analitos com histdrico de presenca em cada tipo de

matriz.

4.3. Resultados e discusséo
4.3.1. Montagem e caracterizagéo do filme (PDDA/MWCNT)1o

Durante a montagem do filme LBL, foi possivel observar um escurecimento
gradativo dos substratos, indicando a deposicdo camada a camada dos NTC. Os
materiais antes e ap6s o processo de deposicdo das multicamadas sao mostrados na
figura 28. O frasco de borossilicato mostrou um escurecimento mais homogéneo

guando comparado a ponta de papel.

Figura 28. Pontas de papel (A) e frascos de borossilicato (B) antes (material da
esquerda) e apos (material da direita) a deposigéo do filme (PDDA/MWCNT)10
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No processo de deposicdo das multicamadas por LBL envolvendo forgas
eletrostaticas é importante ter conhecimento da densidade de cargas dos materiais de
revestimento, as quais podem governar a estabilidade das dispersfes e solucdes
utilizadas, e também o crescimento e as propriedades dos filmes nanoestruturados
(Mesquita & Donnici & Pereira, 2010). A dispersao aquosa de MWCNT mostrou-se
bastante estivel apds o preparo e apresentou um potencial ¢ = - 20,8 mV, que esta
associado a presenca de grupos carboxilicos na superficie dos nanotubos
funcionalizados. Essa estabilidade reflete a diminuicdo das interacdes de Van der
Waals e a repulséo entre os nanotubos de carbono em meio aquoso, assim como
a promocao das interacbes dipolo-dipolo entre o solvente e 0s nanomateriais
(Castro et al.,, 2019; Xiao-bo & Xiao-ying, 2010). Em contrapartida, o potencial
¢ =+ 47,5 mV foi obtido para a solucdo aquosa de PDDA e é proveniente dos grupos
amino desse polimero. A diferenca encontrada no potencial Zeta dos materiais de
revestimento pode ser explicada pela grande quantidade de grupos amino presentes no
polimero (Mesquita & Donnici & Pereira, 2010). Porém, essa diferenca ndo prejudicou a
atracdo eletrostatica entre os materiais PDDA e MWCNT, como serd discutido

posteriormente.

O crescimento do filme (PDDA/MWCNT),o foi monitorado e o0s espectros
UV-Vis gerados correspondem a deposicdo de duas bicamadas de PDDA e MWCNT,
considerando os dois lados da lamina de quartzo. Através da figura 29A € possivel
identificar o aumento da absorbancia com o aumento do numero de bicamadas
depositadas, sugerindo o crescimento gradativo do filme. Além disso, foram plotados os
valores de absorbancia em 256 nm (comprimento de onda caracteristico dos nanotubos
de carbono) e os respectivos numeros de bicamadas, conforme apresentado na
figura 29B. H4 um aumento linear da absor¢do em 256 nm com o numero de
bicamadas, o que indica que uma mesma quantidade de material (PDDA + MWCNT) foi

depositada em cada ciclo (Mesquita & Donnici & Pereira, 2010).
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Figura 29. Espectros UV-Vis obtidos pela deposicdo de 10 bicamadas PDDA/MWCNT
em quartzo (A) e a absorbancia em 256 nm em fungc&o do nimero de bicamadas (B)
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As imagens do filme (PDDA/MWCNT)1o sobre a ponta de papel e sobre o frasco
de borossilicato sdo mostradas na figura 30. Embora seja possivel notar a presenca
dos NTC nos dois filmes, eles estdo aglomerados em regifes especificas na ponta de
papel, enquanto no frasco de borossilicato, eles estdo bem distribuidos na superficie do
material, confirmando o que foi observado na analise visual. Esse resultado pode ser
explicado pela superficie mais regular do vidro. Ademais, os frascos de borossilicato
foram inicialmente tratados com a solucdo H,SO,4:H,0,, que além de remover a matéria
organica, hidroxila a superficie do vidro, deixando grupos hidroxila e cargas negativas
expostos (Du et al., 2008). Assim, a interacdo do substrato hidroxilado com a primeira
camada do polimero cationico € bastante efetiva, refletindo nas demais camadas. Uma
melhor distribuicdo dos nanotubos sobre o material € importante para a interacao

filme-analito e, consequentemente, para um maior potencial de extracao.
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Figura 30. Imagens do filme (PDDA/MWCNT);o sobre a ponta de papel (A) e sobre o
frasco de borossilicato (B), em diferentes magnitudes

4.3.2. Aplicagdo da ponta de papel-(PDDA/MWCNT);o na eletroextragao

multifasica de farmacos, drogas de abuso e inseticidas a partir de saliva

Os compostos analisados nesse capitulo foram devidamente separados
e quantificados pelo sistema UPLC-MS/MS. Na figura 31 sao apresentados o0s
cromatogramas dos extratos de saliva artificial fortificados em 200 pg L™ para os

diferentes compostos, seus respectivos picos e tempos de retencéo.
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Figura 31. Cromatogramas dos extratos de saliva aritificial fortificados na concentragéao

de 200 pg L™ para os diferentes compostos. Os cromatogramas referem-se & transicdo

de quantificacdo para cada composto analisado

Sinal normalizado (%) Sinal normalizado (%)  Sinal normalizado (%) Sinal normalizado (%)

Sinal normalizado (%)

[Eny
N
o

90

60

30

120

90

60

30

120

90

60

30

120

90

60

30

120

90

60

30

120 120
CAF LID coc
%0 %0 RT=145
RT = 0,62 RT=1.00 o
60 60
30 30
7 8 3
80 06 12 18 24 30 00 06 12 18 24 30 00 06 12 18 24 30
120 120
LOS VAL CLORT
90 90
RT=1,71 RT=1.83 RT = 1,49
60 60
30 30
9 Q Q
0 06 12 18 24 30 00 06 12 18 24 30 00 06 12 18 24 3.0
120 120
DOXO DAUNO AZI
RT = 1,48 0 Rr=155 0 RT=142
60 60
30 30
Q Q Q
00 06 12 18 24 30 00 06 12 18 24 30 00 06 12 18 24 3.
120 120
SINV MONT IBUP
90 90
RT =2,25 RT =2,29 RT =2,02
60 60
30 30
Q Q Q
00 06 12 18 24 30 00 06 12 18 24 30 00 06 12 18 24 3.
120 120
DICLOF TIAMET IMIDA
) 90 90
RT=195 RT =118 RT = 1,47
60 60
30 30
80 06 12 18 24 30 B0 06 12 18 24 30 90 06 12 18 24 30

Tempo (min)

Tempo (min)

Tempo (min)



112

Os resultados de MPEE usando a ponta de papel revestida e ndo resvestida
foram comparados e sdo mostrados na figura 32. Como 0s compostos analisados
apresentam magnitudes de area do pico muito diferentes, os dados foram comparados
em termos de porcentagem de extracdo. Nem todos os compostos foram extraidos e
quantificados pelo método desenvolvido. Para os compostos extraidos (LID, COC,
DOXO, DAUNO e AZI), os resultados obtidos a partir da ponta de papel foram
superiores aos resultados da ponta de papel-(PDDA/MWCNT)0. Através da coloracao
vermelha da DOXO e da DAUNO, foi possivel visualiza-las em ambos os materiais ap6s
o procedimento de extracdo e ndo mais visualiza-las apds o processo de dessorcao,
indicando assim que os meios utilizados para a dessor¢do foram eficientes. Além disso,
a coloracdo escurecida na ponta de papel revestida manteve-se apos a dessorcéo,
sugerindo que o filme (PDDA/MWCNT)i, € resistente ao processo e a mistura de
solventes utilizados nessa etapa. A partir disso, € possivel concluir que o filme néo

acrescentou sortividade a ponta de papel.

Figura 32. Porcentagem de extracao de varios compostos por MPEE, usando as pontas
de papel revestidas ou ndo revestidas com o filme (PDDA/MWCNT);0, € determinacéo
por UHPLC-MS/MS, n=3
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4.3.3. Aplicagdo do frasco de borossilicato-(PDDA/MWCNT);0 na extragdo de
farmacos, drogas de abuso e inseticidas a partir de saliva, urina e 4gua de
corrego

4.3.3.1. Avaliacéo das condi¢cdes de extracdo e de dessorcao

Considerando as trés matrizes a serem analisadas nessa aplicagéo, a saliva
apresenta um maior desafio, devido a sua elevada viscosidade e a limitacdo de volume,
guando comparada a urina e a agua de corrego. Assim, inicialmente, uma avaliacao

dos processos de extracao e de dessorcao foi realizada utilizando saliva artificial.

Conforme mostrado na figura 33, os diferentes compostos foram extraidos pelo
frasco de borossilicato-(PDDA/MWCTN)1, sugerindo interagcdes efetivas entre o
polimero e os MWCTN com esses analitos. Para a maioria dos compostos, o aumento
do tempo de extracdo ndo apresentou uma contribuicédo significativa na porcentagem de
extracdo, indicando que o equilibrio de sorcéo foi alcancado com apenas 30 min. Sendo

assim, esse tempo foi escolhido para as proximas etapas.

Figura 33. Efeito do tempo para a extracdo de varios compostos pelo frasco de
borossilicato-(PDDA/MWCNT)19, N = 3
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bY

Em relacdo a avaliacdo da solucdo de dessorgdo, a solugdo contendo
H,O:ACN:HAc (45:45:10 v/vlv) apresentou melhor desempenho na dessor¢do dos
analitos sorvidos sobre o filme multicamadas, principalmente para DOXO e DAUNO,
conforme apresentado na figura 34. Considerando a variedade dos compostos
analisados, 0s quais apresentam caracteristicas acido/basicas e polaridades diferentes,
essa solucdo tem um poder de dessor¢cdo mais abrangente, ja que é composta por um
solvente polar prético (dgua), um solvente polar aprotico (ACN) e um acido fraco (HAc),
este Ultimo capaz de deslocar céations ligados aos nanotubos de carbono. E valido
ressaltar, que ap0s a etapa de dessorcdo, o frasco permaneceu com a superficie
interna escurecida, o que indica que o filme apresenta resisténcia quimica em relagédo a

mistura de solventes utilizada.

Figura 34. Efeito da composi¢cdo da solucdo para a dessorcdo de varios compostos

extraidos pelo frasco de borossilicato-(PDDA/MWCNT)1, N = 3
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4.3.3.2. Extracdo de farmacos, drogas de abuso e inseticidas a partir de

diferentes matrizes

As condi¢cbes anteriormente escolhidas, tempo de extragdo de 30 min e a

solucéo de dessorcdo H,O:ACN:HAc 45:45:10 v/vlv, foram utilizadas na extracdo dos



115

diferentes compostos em 700 pL de saliva artificial. Os compostos também foram
extraidos a partir de outras duas matrizes (urina artificial e agua superficial),
demonstrando a versatilidade do material, conforme € apresentado na figura 35.
Embora a porcentagem de extracéo tenha sido menor do que 10% para a maioria dos
compostos analisados, vale ressaltar que a avaliacdo dos processos de extracdo e de
dessorcéo nao foi realizada de forma exaustiva. Para os analitos DOXO, DAUNO, SINV
e MONT, essa porcentagem foi mais expressiva, indicando o potencial extrativo do

material.

Figura 35. Extracdo de varios compostos pelo frasco de

borossilicato-(PDDA/MWCNT);o a partir de diferentes matrizes, n = 3
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A possibilidade do uso de um volume maior de amostra é interessante nos
processos de extragdo, podendo acarretar em uma maior quantidade de compostos
sorvidos ao material extrator ou até mesmo em uma pré-concentracdo. Ao contrario da
saliva, que possui um volume limitado para a coleta, € possivel coletar um volume maior
de urina e aguas ambientais. Assim, foram realizadas extra¢des usando 10 mL de urina
artificial e de agua superficial. O resultado esta graficamente apresentado na figura 36,

sendo possivel identificar um aumento consideravel dos analitos extraidos quando o
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volume da amostra passou de 700 pL (ou 0,7 mL) para 10 mL, alcangando valores de
area do pico de até 12 vezes maior. Esse resultado é interessante, pois € possivel
perceber que o frasco de borossilicato-(PDDA/MWCNT);, apresenta grande capacidade

sortiva e que os componentes da matriz ndo diminuiram essa sortividade.

Figura 36. Comparacao entre as areas do pico de varios compostos extraidos pelo
frasco de borossilicato-(PDDA/MWCNT)1 a partir de 700 pL (ou 0,7 mL) e 10 mL de
urina artificial (A) e de agua superficial (B), n =3
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4.3.3.3. Avaliacao da reprodutibilidade dos frascos de

borossilicato-(PDDA/MWCNT)10

Na tabela 11 s&o apresentados os resultados de reprodutibilidade para
5 diferentes frascos de borossilicato-(PDDA/MWCNT)1,. Para a saliva o coeficiente de

variacdo foi de no maximo 25%, enquanto que para a urina e para a agua superficial
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esse parametro variou até 22 e 38%, respectivamente. Embora outros resultados ja
tenham demonstrado que as extracdes pelo filme LBL s&o efetivas, os dados obtidos
agui sugerem que o0s processos de producdo dos materiais sorventes podem ser
melhorados, para torna-los mais reprodutiveis. Uma alternativa seria a automatizacao
desses processos. Ademais, € valido ressaltar que as etapas de extracdo e de
dessorcdo também ndo foram exaustivamente avaliadas, podendo agregar erros as

analises.

Tabela 11. Avaliacéo da reprodutibilidade de 5 frascos de
borossilicato-(PDDA/MWCNT)3o na extragcdo de varios compostos a partir de amostras

de saliva artificial, urina artificial e &gua superficial

Reprodutibilidade (CV; %)

Composto .
Saliva Urina Agua superficial
cocC 21 13 20
LID 7 16 16
CAF 21 16 5
DAUNO 20 6 19
DOXO 25 12 8
AZI 19 21 13
DICLOF 22 9 6
IBUP 22 8 38
VAL 22 11 12
LOS 17 8 13
CLORT 19 13 -
SINV 18 22 10
MONT 19 10 23
TIAMET 10 14 13

IMIDA 8 9 9
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4.3.3.4. Avaliagao da reutilizacdo dos frascos de
borossilicato-(PDDA/MWCNT)10

Ja o estudo de reutilizagdo mostrou que para alguns analitos a capacidade
sortiva do frasco de borossilicato-(PDDA/MWCNT)10 ndo variou tanto durante as cinco
extracdes. Os resultados desse estudo sdo apresentados, em termos de area do pico e
para cada tipo de amostra, na figura 37. Assim, a reutilizacdo desses materiais é
possivel, evitando gastos com reagentes e materiais, e tempo com a producdo dos

filmes.
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Figura 37. Estudo de reutilizacdo do frasco de borossilicato-(PDDA/MWCNT)1 ha
extracdo de varios compostos a partir de amostras de saliva artificial (A), urina artificial

(B) e agua superficial (C),n=5
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4.4. Conclusdes

Esse capitulo trouxe a possibilidade de obtencdo de materiais sorventes para o
preparo de amostras através da técnica LBL. A técnica de producdo das multicamadas
mostrou-se simples e de facil execucdo, além de necessitar de poucos aparatos de
laboratorio. O filme (PDDA/MWCNT)1, foi depositado camada por camada sobre a
ponta de papel e sobre o frasco de borossilicato de 20 mL, sendo devidamente
caracterizado. O PDDA e os NTC formaram um filme homogéneo e resistente sobre o
frasco de borossilicato. Assim, esse substrato mostrou-se mais adequado para a

deposicao do filme nanoestruturado e para o processo de extragcao.

Nas condicbes estudadas, o desempenho da ponta de papel-(PDDA/MWCNT);0
no processo de MPEE foi inferior ao da ponta de papel ndo revestida. Embora os NTC
nao tenham depositado de forma homogénea sobre o material, esperava-se uma
interacdo melhor dessas nanoparticulas com os compostos eletroextraidos em
detrimento apenas das interac6es com a celulose e da solucéo eletrolitica. Estudos de
recobrimento desse substrato com outros materiais de revestimento podem

complementar os resultados obtidos nessa tese.

Jé& o frasco borossilicato-(PDDA/MWCNT)1, mostrou-se eficiente para a extragédo
de compostos a partir de diferentes amostras complexas, como os fluidos biol6gicos e
uma amostra ambiental. A escolha adequada dos materiais de revestimento possibilitou
interacdes tanto com analitos de carater basico, como a lidocaina e os antineoplasicos,
qguanto com analitos de carater acido, como o montelucaste, demonstrando assim, a
versatilidade do material desenvolvido. As dimensdes do frasco permitiram a formacao
de um filme extenso e, assim, a producdo de um material com grande capacidade
sortiva. Essa capacidade sortiva foi verificada quando o volume de amostra variou de
0,7 para 10 mL e o sinal analitico dos compostos extraidos aumentou em até 12 vezes.
Ademais, o filme apresentou resisténcia aos processos de extracdo e dessorcao
envolvidos, inclusive aos solventes utilizados, podendo ser reutilizado no minimo em
5 aplicacoes.

Ainda sobre as vantagens do material nanoestruturado e do método
desenvolvido (extracdo seguida da andlise por UHPLC-MS/MS), tem-se a possibilidade
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de vérias extracdes simultaneas e do ganho de seletividade, garantido pela separagéo
cromatografica e pelo sistema de espectrometria de massas.

Por fim, a automatizagdo pode facilitar o processo de montagem das

multicamadas e pode gerar filmes mais homogéneos e reprodutiveis.
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CAPITULO V - CONCLUSOES E OBSERVACOES FINAIS

O emprego de campos elétricos e de materiais nanoestruturados por LBL no
preparo de amostras foi eficientemente demonstrado neste trabalho através de

diferentes aplicagobes.

A MPEE, utilizando uma ponta de papel comercial, apresentou bom desempenho
na extracdo de cocaina e doxorrubicina a partir de saliva, assim como versatilidade para
0 uso sequencial de diferentes técnicas de separacao e deteccdo (cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas e a deteccado por arranjo de diodos, ou deteccéo
direta por DIA). Esse Ultimo aspecto € de extrema importancia para a realidade de
grande parte dos laboratérios, 0s quais nem sempre apresentam equipamentos mais
seletivos e sensiveis, como 0s espectrédmetros de massas, devido ao elevado custo.
Neste contexto, destaca-se a deteccdo por DIA, pois ndo € destrutiva, dispensa
treinamento especializado, evita o0 uso e o descarte de reagentes, possibilita a analise
em locais diversos do laboratério, porém, necessita que o analito apresente cor ou que

seja quimicamente revelado.

O sorvente comercial exibiu uma composi¢cao simples, importante para o controle
das interacdes entre o material e 0s compostos analisados, assim como, resisténcia ao
potencial elétrico aplicado e compatibilidade com os reagentes utilizados nos processos
de extracdo e dessorcdo. Essa simplicidade também favorece a modificacdo superficial
da ponta de papel e o desenvolvimento de novos materiais mais sortivos. Ademais, a
ponta de papel tem baixo custo quando comparada aos materiais usados em técnicas

de microextragcédo, como as fibras de SPME.

O desenvolvimento de materiais nanoestruturados por LBL para a extracdo de
farmacos, drogas de abuso e inseticidas em amostras complexas também mostrou
sucesso. Filme (PDDA/MWCNT)y, foi depositado pela técnica LBL na superficie da
ponta de papel e de frascos de borossilicato. As interacdes entre PDDA e MWCNT,
principalmente eletrostaticas, permitiram a montagem linear das camadas, as quais
foram devidamente caracterizadas. O filme mostrou-se homogéneo sobre o frasco de

borossilicato, ao contrario do que ocorreu sobre a ponta de papel.



123

A ponta de papel-(PDDA/MWCNT),o ndo apresentou resultado satisfatério na
MPEE quando comparada a ponta de papel e, por isso, a tentativa de agrupar as
estratégias do uso de campos elétricos e materiais nanoestruturados LBL no preparo de

amostras deve ser avaliada e estudada de forma mais abrangente.

Ja o frasco de borossilicato-(PDDA/MWCNT); foi eficiente na extracdo de
compostos acidos, basicos e de diferentes polaridades a partir de amostras de saliva,
urina e agua de corrego. Um aumento do sinal analitico de até 12 vezes foi obtido
quando um volume maior das amostras de urina e 4gua de corrego foi utilizado. O filme
(PDDA/MWCNT)1p apresentou estabilidade quimica e fisica, mantendo a sua
capacidade sortiva para alguns compostos em até 5 aplicacbes e podendo ser
reutilizado. Para o preparo de amostras isso é interessante, pois significa reducéo de

custos com a producdo de novos materiais e a minimizacao de residuos gerados.

As duas abordagens (campos elétricos e os materiais nanoestruturados por LBL)
também foram eficientes na eliminacdo de interferentes da matriz e na extracdo dos
compostos de interesse para uma fase de composicdo mais simples e passivel de
analise. Além disso, os sistemas utilizados nessas abordagens permitem varias

extracdes simultaneas, o que gera uma elevada frequéncia analitica.

Por fim, os resultados positivos obtidos nesse trabalho mostram que a
eletroextracdo multifasica e os materiais nanoestruturados por LBL s&do promissores

para o preparo de amostras e podem ser empregados para diversas aplicacoes.
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APENDICE

Tabela Al. Matriz Doehlert com os valores reais e respectivos valores codificados
(niveis) para a avaliacdo do potencial elétrico e do tempo aplicados na MPEE de
cocaina e determinagédo por UHPLC-MS/MS

Niveis Fatores
Experimento
X1 X,  Potencial elétrico (V; X;) Tempo (min; Xy)
1 -0,5 -0,87 100 5
2 0,5 -0,87 300 5
3 1 0 400 20
4 0,5 0,86 300 35
5 -0,5 0,86 100 35
6 -1 0 0 20
7 0 0 200 20
8 0 0 200 20
9 0 0 200 20
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Tabela A2. Matriz Doehlert com os valores reais e respectivos valores codificados

(niveis) para a avaliacdo do potencial elétrico e do tempo aplicados na MPEE de

doxorrubicina e determinacédo por UHPLC-PDA

Niveis Fatores
Experimento
X1 X,  Potencial elétrico (V; X;) Tempo (min; X;)
1 1 0 300 20
2 0.5 0.866 238 35
3 -1 0 50 20
4 -0.5 -0.866 113 5
5 0.5 -0.866 238 5
6 -0.5 0.866 113 35
7 0 0 175 20
8 0 0 175 20
9 0 0 175 20

Tabela A3. Configuracdo do planejamento de misturas Centréide-Simplex de

3 componentes utilizado na avaliagdo da solugéo de dessorcéo para a doxorrubicina

Experimento . Niveis

Agua Metanol ACN
1 1 0 0
2 0 1 0
3 0 0 1
4 0,50 0,50 0
5 0,50 0 0,50
6 0 0,50 0,50
7 0,33 0,33 0,33
8 0,33 0,33 0,33
9 0,33 0,33 0,33
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Tabela A4. Matriz Doehlert com os valores reais e respectivos valores codificados

(niveis) para a avaliacdo do potencial elétrico e do tempo aplicados na MPEE de

doxorrubicina e determinacéo por DIA

Niveis Fatores
Experimento
X1 X,  Potencial elétrico (V; X;) Tempo (min; Xy)
1 1 0 300 11
2 0.5 0.866 238 20
3 -1 0 50 11
4 -0.5 -0.866 113 2
5 0.5 -0.866 238 2
6 -0.5 0.866 113 20
7 0 0 175 11
8 0 0 175 11
9 0 0 175 11




