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Resumo

O estudo da extragao/particdo para determinagdo do coeficiente de parti¢ao (K) dos hormdnios
17a-etinilestradiol (EE2), levonorgestrel (LV), gestodeno (GD), acetato de ciproterona (AC) e
valerato de estradiol (VE) obtidos de pilulas anticoncepcionais foi realizado na fase superior do
Sistema Aquoso Bifasico (SAB) com posterior determinacdo por espectrofotometria
Ultravioleta-Visivel (UV-Vis). Os parametros de parti¢cao avaliados do sistema foram: o valor
de pH do meio (3,00; 5,00; 7,00; 9,00 e 11,00); a natureza do eletrélito (NaxSOs, Li2SO4.H>0,
MgS04.7H20, NaxC4Hs06.2H20, NazCsHs07.2H20) e do polimero (PEO1500, L64 e L35)
formador do SAB; o comprimento da linha de amarracdo do sistema (CLA); a temperatura
controlada do banho termostatico (5,00; 15,0; 25,0; e 40,0 °C); e a relacdo massica das fases
inferior e superior do sistema (mgyings: 1/1, 2/1, 3/1, 4/1 e 5/1). Essa avaliag¢ao foi realizada
através de otimizagdo univariada e multivariada, empregando planejamento experimental. A
condicdo otimizada para todos os hormoénios foi L35 + NaxSO4 + H>O, em pH = 3,00, CLA =
64,06% m/m, T =25 °C e mr/mrs = 5/1. Essa condi¢ao de extragao dos hormonios foi aplicada
em amostras de dgua potéavel, 4gua de lagoa e rio e 4dgua filtrada de uma estacdo de tratamento
de agua e mostrou resultados promissores, diante dos altos sinais analiticos dos hormonios
obtidos da fase superior do SAB. A validacao do método de preparo de amostra utilizando SAB
e quantificagdo de amoxicilina a partir do UPLC-MS/MS também foi realizada. A faixa linear
determinada foi de 0 — 750 pg L™, com limite de quantificagdo (LQ) de 30 pg L. A precisio
e exatiddo foram avaliadas em trés niveis de concentragio (30, 250 e 750 ug L), alcangando

coeficientes de variagdo menores que 3% e recuperacdes maiores que 92%.

Palavras-chave: Contaminantes emergentes. Sistemas aquosos bifasicos. Extragdo. Amostras

aquosas.



Abstract

The study of the extraction/partition for determination of partition coefficient (K) of the
hormones 17a-ethinylestradiol (EE2), levonorgestrel (LV), gestodene (GD), cyproterone
acetate (AC) and estradiol valerate (VE) obtained from birth control pills was carried out in
aqueous two-phase system (ATPS) upper phase with later determination by ultraviolet-visible
spectrophotometry (UV-Vis). The partition parameters evaluated for the system were: pH (3.00;
5.00; 7.00; 9.00 and 11.00); ATPS forming electrolytes (Na2SO4, Li2SO4.H,0, MgS04.7H,0,
NayC4H406.2H20, Na3Ce¢Hs507.2H>0) and polymers (PEO1500, L64 and L35); tie-line length
(TLL); temperature (5.00; 15.0; 25.0; and 40.0 °C); and mass ratio between top and bottom
phases (mpp/mrp: 1/1, 2/1, 3/1, 4/1 and 5/1). This evaluation was carried out through univariate
and multivariate optimization, using experimental design. It was observed, for the first time,
interactions of TLL and polymer with temperature, directly influencing the partition of
hormones in ATPS. The best conditions obtained for all hormones was L35 + Na>SO4 + HO,
at pH = 3.00, TLL = 64.06% w/w, T =25 ° C and mgp/mtp = 5/1. This condition of hormone
extraction was applied to samples of drinking water, lake and river water and filtered water
from a water treatment plant and showed promising results, given the high analytical signals of
the hormones obtained from the upper phase of the ATPS. The validation of the sample
preparation method using ATPS and amoxicillin quantification from the UPLC-MS/MS was
also performed. The linear range determined was 0 — 750 pg L', with a quantification limit
(LQ) of 30 ug L' Precision and accuracy were evaluated at three concentration levels (30, 250
and 750 pg L), reaching coefficients of variation less than 3% and recoveries greater than

92%.

Keywords: Emerging contaminants. Aqueous two-phase systems. Extraction. Aqueous

samples.
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CAPITULO 1. Introducio

1.1 Contaminantes emergentes

Contaminantes sdo definidos como quaisquer substancias em que sua presenga ¢
indesejavel ao ambiente (Jimoh A. A. e Lin J., 2019). De forma especifica, os contaminantes
denominados como emergentes (CE) sdo os compostos dos quais os riscos para a saude do ser
humano e meio ambiente ndo sdo totalmente conhecidos (Pollitt K. J. G. et al., 2019). De forma
similar, a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (US EPA, United States
Environmental Protection Agency) define os contaminantes emergentes como poluentes
presentes em frequéncias e niveis preocupantes em aguas, podendo causar efeitos adversos na

saude das pessoas (US, 2015).

Através do aumento das atividades industriais, a preocupacdo com o aparecimento de
novos CE cresceu devido as novas substancias liberadas no ambiente (Galindo-Miranda J. M.
et al.,2019). Além disso, a mudanca no estilo de vida das pessoas contribui para o aumento da
lista de compostos classificados como CE, principalmente pelo crescimento dos componentes
sintetizados nas industrias, agricultura e para o uso pessoal (Pollitt K. J. G. et al., 2019). Como
exemplos de contaminantes emergentes, t€m-se: pesticidas, produtos de cuidado pessoal,
farmacos, drogas ilicitas, surfactantes, retardadores de chama, hormonios, cafeina, aditivos
alimentares, entre outros (Galindo-Miranda J. M. et al., 2019; Petrie B. et al., 2015; Stuart M.
etal.,2012).

O aparecimento dos CE no ambiente ¢ principalmente atribuido a descarga de aguas
residuais oriundas de tratamento de esgoto em rios, lagos, solo e mar, levando a uma
bioacumulacao e efeitos de biomagnifica¢do ao longo do tempo (Jimoh A. A. e Lin J., 2019).
Sendo assim, a presenca dos CE nessas matrizes ocorre devido ao fato dos processos de
tratamento de 4gua e esgoto usuais, como o lodo ativado, a filtragdo e a desinfec¢do, ndo serem
capazes de remover por completo essas substancias (Petrie B. ef al., 2015). Além disso, de
acordo com o Sistema Nacional de Informacdes sobre Saneamento (SNIS), na maioria dos
estados do Brasil hd menos de 40% de atendimento urbano de esgoto, sendo que a coleta de
esgoto ocorre apenas em 50% das regides do pais (SNIS, 2019; 2021). Também, cerca de 82%
dos municipios brasileiros despejam a maior parte dos residuos nas adguas residuais em rios

(Boger B. et al., 2021).
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Embora a descarga de CE ainda ndo tenha regulamentacdo na maioria dos paises, na
Suiga ¢ exigido uma eficiéncia na remog¢do da carga total de CE de 80% nas aguas residuais
brutas. Além disso, a comissao europeia determina, em uma lista, 17 compostos a serem

monitorados na regido (Soriano-Molina P. et al., 2019).

O aumento da polui¢ao, acentuado pela contaminag¢dao por CE, ameaga os recursos
hidricos e, pode afetar a qualidade da dgua fornecida para o consumo e a saide humana e
aquatica (Galindo-Miranda J. M. et al., 2019; Gao Y. X. et al., 2019). Esses compostos estdo
presentes nas aguas geralmente em concentracdes tragos, variando de nanograma por litro (ng
L!) até micrograma por litro (ug L") (Galindo-Miranda J. M. et al., 2019). Mesmo em baixas
concentragdes, estudos prévios citam a presenga dos CE no ambiente associada a efeitos a satide
humana e ao ambiente, como anormalidades reprodutivas, resisténcia bacteriana, danos
morfoldgicos, danos a descendentes e efeitos carcinogénicos (Gao Y. X. et al., 2019; Jimoh A.
A. e Lin J. 2019; Schriks M. et al., 2010). O conhecimento desses relatos na literatura induziu
as Agéncias Federais dos Estados Unidos a reconhecerem as ameagas as aguas causadas pela

presenca de contaminantes emergentes (Pollitt K. J. G. et al., 2019).

No Brasil, Marcus Stumpf e colaboradores (1997) desenvolveram um dos trabalhos
pioneiros, no qual foi divulgada a presenga de alguns CE em agua potavel originadas de
estagdes de tratamento de 4gua da Regido dos Lagos no estado do Rio de Janeiro (Stumpf M.
et al., 1997). Apos esses trabalhos, muitos estudos sobre CE em diferentes matrizes aquaticas
do Brasil tém surgido (Hoff R. et al., 2019; Montagner C. C. e Jardim W. F., 2011; Pereira C.
D.S. et al., 2016).

Em geral, os principais CE estudados sdo hormonios, antibidticos e produtos de
cuidados pessoais (Organization W. H., 2011; Vo H. N. P. et al., 2019). Kim e colaboradores
(2019) avaliaram a toxicidade de um antibiotico chamado triclosan e foi observado que o
metabolismo da espécie Caenorhabditis elegans foi afetado, assim como os mecanismos de
defesa da mesma (Kim H. M. et al., 2019). Ja, Zhou e colaboradores (2019) analisaram os
efeitos das presencas de hormoénios na saude de peixes e perceberam uma inibicdo no
desenvolvimento dos testiculos e um aumento na carga metabolica dos organismos com o
aumento do tempo de contato e confirmou o potencial de bioacumulagdo dos CE (Zhou X. Y.
etal.,2019).

O conhecimento da toxicidade de varios CE através de pesquisas induz a necessidade
de legislagdes para determinar valores maximos permitidos (VMP) de concentragdo para esses

compostos em aguas. No Brasil, poucos CE possuem os VMP na 4gua para consumo humano
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definido, como alguns agrotdxicos que sdo aplicados e conhecidos a mais tempo (Anexo XX
da Portaria de Consolidacdo n° 5 de 28 de setembro de 2017 do Ministério da Saude). Em
contrapartida, na Europa, além dos agrotoxicos, ha determinado o VMP de alguns hormonios e
farmacos, os quais sdo listados como substancias prioritarias na Diretiva 2000/60/EC,
conhecida também como diretiva de qualidade da agua (WFD, Water Framework Directive) e
desenvolvida pela Comissdo Europeia (EC, European Commission) (EC, 2001).
Posteriormente, a EC publicou outra diretiva (Directive 2013/39/EU) onde foram determinadas
45 substancias prioritdrias para monitoramento ambiental, visto que apresentavam alto
potencial de risco principalmente para a ecotoxicidade aquatica e humana (Gusmaroli M. et al.,

2018).

Nesse cenario, ¢ importante o desenvolvimento de métodos de remogao dos CE das
matrizes aquosas ambientais, assim como metodologias capazes de determinar essas

substancias em baixas concentragdes.

1.2 Técnicas de tratamento e de preparo de amostra para remociao ou determinac¢ao de

contaminantes emergentes

As estacOes de tratamento de esgoto e de agua tem como principal objetivo a
descontaminagdo do influente através da remocdao de matérias organicas e de compostos
indesejaveis. Com este fim, sdo utilizados tratamentos convencionais por serem amplamente

empregados (Pescara I. C., 2014).

O tratamento do esgoto ocorre principalmente através de processos bioldgicos, os quais
podem ser aerdbicos ou anaerdbicos e estar associados a separacao de solidos e outros processos
fisico-quimicos. Nas estacdes de tratamento do esgoto (ETE), os seguintes processos com o
influente sdo realizados: remocao de sélidos grosseiros através de mecanismos fisicos, seguido
por processo de decantacao e tratamento biologico (Grosseli G. M., 2016). Como complemento,
pode haver uma etapa adicional de desinfec¢do do efluente liquido antes do langamento em
corpos aquaticos para evitar a contaminagdo por protozoarios, bactérias e virus (Pescara I. C.,

2014).

A remogao dos CE nas estagdes de tratamento depende das condi¢des operacionais da

ETE, assim como da composicdo do esgoto e das caracteristicas fisico-quimicas dos seus
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componentes, como sua hidrofobicidade, biodegradabilidade e volatilidade (Siaréz S. et al.,

2008).

No Brasil, assim como em outros paises, a d4gua de abastecimento publico deve seguir
alguns parametros de qualidade regulados pelo Ministério da Saude através da portaria n®2.914
de 2011 (Brasil, 2011). O tratamento de 4gua deve ser realizado de modo a seguir os parametros
de qualidade e, para isso, sdo feitos processos fisico-quimico que podem seguir as seguintes
etapas: aeragao, pré-cloracao, ajuste de pH, coagulacgdo, floculagdo, sedimentagao ou flotagao,
filtracdo, desinfec¢do e fluoretacao (Pescara I. C., 2014). Porém, mesmo passando por todas
essas etapas de tratamento, a remog¢ao dos CE das adguas pode ser insuficiente e, devido a isso,

frequentemente sdo encontrados CE nos ambientes aquaticos (Garcia-Corcoles M. T. ef al.,
2019; Hoff R. et al., 2019).

Em situagdes em que existem problemas com a coleta de esgoto publico e seu
tratamento, esses efluentes sdo comumente langados diretamente nos corpos aquaticos. Assim,
aremocao de CE por tratamentos de 4guas superficiais convencionais se torna ainda mais dificil
(Galindo-Miranda J. M. et al., 2019; Muckoya V. A. et al., 2019; Pescara I. C., 2014). Na Figura

1.1 esta apresentado um esquema de possiveis rotas e destino dos CE no meio ambiente.

Figura 1.1. Esquema de rotas e destinos dos CE no meio ambiente (Campbell C. G. et al., 2006).
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Nesse contexto, o monitoramento dos CE a fim de acompanhar a real polui¢ao das dguas
e conhecer os efeitos adversos que podem ser causados ao ambiente ¢ extremamente importante
e desafiador devido a complexidade das matrizes e aos baixos niveis de concentragdao
encontrados (Gusmaroli L. et al., 2018; Quintana J. et al., 2019). Diversos métodos para
determinagdo de CE em amostras ambientais sao relatados na literatura, conforme mostrado na
Tabela 1.1. Visando a obtencao de resultados confiaveis na determinacao desses contaminantes,
tem sido empregadas metodologias de determinacao dos CE com uma etapa de preparo de
amostra. Essa etapa ¢ adicionada ao método para reduzir o processo conhecido como efeito de
matriz, o qual ¢ a interferéncia na extracdo dos analitos causada pela presenca de componentes
da matriz, remover sujeiras da amostra, gerar métodos analiticos e resultados mais confiaveis e

precisos (Abbas A. et al., 2019).



Tabela 1.1. Revisdo dos métodos de determinacdo de CE em amostras de d4guas ambientais baseados em técnicas analiticas de separagao.
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Preparo de Faixa Linear
Analito Técnica LD (ng/L) LQ (ng/L) Amostra Referéncia
amostra (ng/L)
. o (Cesen M. e Heath E.,
Estrona CG-MS SPE 0,10-50 0,10 0,29 Aguas superficiais 2017)
17pB-estradiol LC-MS/MS SPE 0,10-10 NA 0,17 Aguas subterraneas (Glineur A. et al., 2018)
Cafeina CG-MS SPE NA 30 100 Agua de torneira (Sodré F. F. et al., 2010)
Atrazina CGxCG-TOF-MS SBSE 5-500 0,98 3,28 Aguas superficiais (Gomez M. J. et al., 2011)
Acetamipride LC-MS/MS SPE 1,5-80 0,11 1,50 Aguas superficiais (Malvar J. L. et al., 2018)
Agua potavel e dguas )
Bisfenol-A LC-DAD MSPE 2000-250000 600 NA o (Baile P. et al., 2020)
superficiais
Aguas residuais de plantas de (Mohapatra S. et al.,
Carbamazepina LC-HR/MS/MS SPE NA 0,5 1,5
tratamento 2016)
, (Gaftney V. D. et al.,
Ciprofloxacina LC-MS/MS SPE 31,0-925 0,10 0,33 Agua para consumo humano 2014)
Tiametoxan LC SPE 10-50000 0,01 NA Aguas superficiais (Mabhai G. et al., 2019)
Aguas residuais de plantas de .
LC-MS/MS SPE 500 - 1000000 7,80 26,1 (Paiga P. et al., 2019)

tratamento

LC-MS: cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas; LC-MS/MS: cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas sequenciais; CGxCG-TOF-MS: Espectrometria gasosa
seequencial com detector de massas de tempo de voo; LC-HR/MS/MS: Cromatografia liquida de alta resolugdo acoplada a espectrometria de massas sequencial; LC-DAD: cromatografia liquida
com detector de arranjo de diodos; CG-MS: cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas; SPE: extracdo em fase solida; SBSE: extragdo com barra de agitagdo; MSPE: extracdo de
fase so6lida dispersiva magnética; LC: Cromatografia Liquida; LD: limite de detec¢do; LQ: limite de quantificacdo; NA: ndo apresentado.
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Dentre as técnicas analiticas existentes, a que vem sendo mais aplicada para preparo da
amostra na determinacao dos CE ¢ a extracdo em fase soélida (SPE - Solid-Phase Extraction)
conforme mostrado na Tabela 1.1. Além de gerar melhores resultados, a SPE ¢ citada pela EC
como técnica base de preparo de amostra na determinagdo de CE (Gusmaroli L. et al., 2018;

Souza M. O. D., 2016).

Mesmo diante de todas as vantagens da utilizagdo da técnica de SPE para extragdo e
pré-concentragdo dos CE, esse procedimento pode ter baixa eficiéncia e ser demorado quando
sdo analisadas concomitantemente maiores quantidades de analitos com caracteristicas
quimicas distintas (Asimakopoulos A. G. et al., 2017). Sendo assim, o desenvolvimento de
novas técnicas analiticas de baixo impacto ambiental para preparo de amostra ¢ interessante,

tanto no ponto de vista tecnologico quanto do ponto de vista econdmico.

1.3 Sistemas Aquosos Bifasicos

O Sistema Aquoso Bifasico (SAB ou ATPS — Aqueous Two-Phase System) ¢ uma
técnica de extracdo liquido-liquido que ndo faz o uso de solventes organicos (Ruiz-Ruiz F. et
al., 2012). Essa técnica foi descoberta em 1896 pelo pesquisador Martinus Willem Beijerinck
ao reportar a formagao de uma solugdo turva ao misturar solucdes de gelatina e dgar ou gelatina
e amido, sob determinadas temperatura e concentragdo, e posterior separacao de duas fases

distintas, ap6s um tempo de repouso (Beijerink M. W., 1896).

Apenas em 1956 houve a comprovagao da aplicabilidade dos sistemas aquosos bifasicos
por apresentar semelhancas com o ambiente celular ao separar e/ou purificar as células
(Albertsson P. A., 1956). Em 1984, Zvarov e colaboradores publicaram o primeiro trabalho
aplicando SAB para extracao de ions metalicos, a partir do qual houve a expansao de estudos
de melhoramento e aplicagdo dessa técnica para particao de outros compostos (Zvarova T. 1. et
al., 1984). A partir disso, Rodrigues e colaboradores conseguiram aplicar pela primeira vez
agentes hidrofobicos para a extragdo de metais, conseguindo o aprimoramento da técnica, visto
que até aquele momento s6 eram utilizados agentes extratores hidrofilicos, o que deixava a
técnica limitada (Da Silva M. D. H. et al., 2006; Rodrigues G. D. et al., 2008). A nova
metodologia proposta consistia na aplicagdo de copolimeros triblocos como agentes extratores

em condi¢des de temperatura, pressdo e composicdo especificas, desse modo, formavam
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micelas no meio, as quais eram responsaveis pela maior particao dos analitos menos hidrofilicos

(Rodrigues G. D. et al., 2008).

O SAB pode ser composto por duas solugdes de polimero distintos (ZaslavskyB. Y.,
1995), uma solucdo de polimero e uma de eletrélito (Rodrigues G. D. et al., 2010) ou duas
solugdes de diferentes eletrdlitos (De Alvarenga J. M. et al., 2015), sendo que a 4agua € o
componente principal em todas as condigdes. Geralmente, quando o SAB ¢ composto de
polimero e eletrolito como mostrado na Figura 1.2, ha a formagao de uma fase superior (FS)

rica em polimero e uma fase inferior (FI) rica em eletrdlito.

Figura 1.2. Composigdes para um ponto de mistura do sistema aquoso bifasico L35 + Na,SO, + H>O,

a 25,0 °C (2° linha de amarracdo), sendo = a representacdo do L35 ¢ # do Na,SO,4 (Da Silva M. D. H. et

al., 2000).
. Fase Superior:
Cr3s=50,85% (m/m)
SAB: Cna:s0.= 0,66% (m/m)
Ch.0 = 48,49% (m/m)
L35 + Na,SO4 + H2O

Fase Inferior:
Cr3s=1,91% (m/m)
Crass0,= 17,46% (m/m)
Cn.0= 80,63% (m/m)

A composi¢dao do SAB ¢ representada, principalmente, através de um diagrama de fases
retangular, como ilustrado na Figura 1.3, a qual exemplifica um sistema composto de um
polimero e um eletrolito. Esse diagrama relaciona a concentragdo de eletrélito (eixo das
abscissas) com a concentragcdo de polimero (eixo das ordenadas), ambas dadas em % m/m.
Sendo assim, esse grafico tem extrema importancia na aplicag¢do da técnica de forma abrangente
para extracdo de compostos quimicos, visto que a partir dele sdo conhecidas as principais
caracteristicas do SAB, como as composi¢des globais (CG), a composi¢dao da fase superior
(CFS) e a composi¢do da fase inferior (CFI). A constru¢do desse diagrama acontece
principalmente através da metodologia que inclui a titulagdo turbidimétrica, seguida pela
quantificagdo dos componentes em cada fase do sistema (Rodrigues G. D., 2012; Zaslavsky B.

Y., 1995).
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Figura 1.3. Diagrama de fases de um SAB constituido por polimero e eletrélito. Sendo CFS a
composi¢do da fase superior, CFI a composicao da fase inferior, CGL a composicao global do sistema

e PC o ponto critico (Rodrigues G. D., 2012).
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No diagrama de fases da Figura 1.3 pode-se observar a presenca da linha binodal (LB),
a qual separa regides onde ha a formacdo de sistemas predominantemente heterogéneos das
regides de sistemas homogéneos. Abaixo da LB estdo os pontos que geram sistemas
monofésicos e acima ha a formacdo de sistemas bifasicos. Nesta logica, sob a LB, ha um
equilibrio termodinamico entre as composi¢des globais que geram sistemas de fases misciveis
e imisciveis (Rodrigues G. D., 2012). A posicdo da LB varia de acordo com o carater
hidrofébico ou hidrofilico e massa molar do polimero, natureza quimica do eletrolito,
temperatura e pressdao (Martins J. P. et al., 2008).

Além disso, no diagrama de fases retangular (Figura 1.3) existem as linhas de amarragao
(LA), responsaveis por ligar pontos de mistura global as suas respectivas composigoes das fases
superior e inferior em equilibrio termodinamico (Leite D. D., 2018). Em uma linha de
amarragdo, as propriedades termodindmicas intensivas de cada fase (composigdo,
condutividade, densidade, etc.) sdo constantes, contudo, as propriedades termodinamicas
extensivas (volume, massa, etc.) sao distintas (Rodrigues G. D., 2012; Santhi J. V. et al., 2020).
A Figura 1.4 mostra trés pontos (A, B e C) que representam trés sistemas bifasicos diferentes

em uma mesma LA, os quais possuem mesmas CFS e CFI, porém, volumes de fases diferentes.
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Figura 1.4. Diagrama de fases apresentando sistemas de diferentes pontos (A, B, C e D) de misturas
globais. Sendo CFS a composicao da fase superior, CFI a composi¢do da fase inferior ¢ PC o ponto

critico (Rodrigues G. D. 2012).
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Conforme observado na Figura 1.4, pontos que possuem composi¢do global proximos
ao ponto da CFI (ponto C) terdo maior volume de fase inferior, em contrapartida, pontos que se
encontram mais préoximos da CFS (ponto A) terdo maior volume de fase superior. Por
conseguinte, o sistema representado pelo ponto B que se encontra no ponto médio da LA tem
mesmos volumes de FI e FS. O ponto D, localizado em outra LA, possui também propriedades
termodindmicas intensivas distintas em relagdao aos outros (A, B e C). Como consequéncia da
LA ser menor, as CFS e CFI do ponto D sdo menores e, a medida que se diminuem essas
composicdes, os sistemas se tornam cada vez mais semelhantes, até que seja alcangado o ponto
critico (Pc), onde hé a formacao de sistemas homogéneos (Faria B. A. A., 2016; Rodrigues G.
D., 2012).

O comprimento da linha de amarracdo (CLA) define as diferengas das propriedades
intensivas das fases dos sistemas, tendo que quanto maior o CLA, maior a diferenca das fases.
Logo, se o analito de interesse possui afinidade apenas por uma das fases, € interessante se
trabalhar em uma CLA maior para uma melhor extracdo. Assim, € extremamente importante o
conhecimento desse pardmetro para a aplicacdo eficiente do SAB. O CLA ¢ calculado a partir
da composicao dos componentes na FS e FI, de acordo com a Equagao 1.1 (Santhi J. V. et al.,

2020).

CLA= [(Ci - C,I, )2 + (CSS - CSI )2]1/2 Equacgao 1.1
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onde C, e C, sdo as concentragdes de polimero e C. e C sdo as concentragdes do sal em %

m/m nas fases superior e inferior, respectivamente.

Com o avango da aplicabilidade do SAB em conjunto com a utilizagdo de polimeros
com caracteristicas hidrofobicas (copolimeros triblocos), a maioria dos estudos para
particdo/extragdo de diferentes analitos tem conseguido uma maior eficiéncia (Assis R. C. et

al.,2019; Leite D. D. et al., 2019; Rodrigues G. D. et al., 2008).

De forma geral, os polimeros podem ser classificados como homopolimeros ou
copolimeros. Os homopolimeros contém apenas uma unidade monomérica (como PEG —
polietileno glicol), ja os copolimeros sdo formados por duas ou mais unidades de mondmeros
diferentes, como no caso do polimero L64, que ¢ formado por monomeros de polietileno glicol
e polipropileno glicol.

Os copolimeros podem ter diferentes configuragdes, de acordo com a forma em que
estdo distribuidos os diferentes mondmeros na molécula. As possiveis configuragdes para essas
macromoléculas sdo: aleatdria, alternado, em bloco ou enxertado (Caseli L. et al, 2001;
Yokoyama M., 1992). Dentre essas classificagdes, os copolimeros em bloco também podem ser
agrupados em dibloco, tribloco, multibloco e estrela (Hirao A. et al. 2019). Esses polimeros
configurados em bloco podem formar agregacdes de formas variadas, as quais sdo conhecidas
como micelas (Figura 1.5). Essas organizagdes das macromoléculas de polimero ocorrem em
condi¢des de temperatura, pressdo e concentracdo acima da Concentracdo Micelar Critica
(CMC). A partir da CMC, as moléculas se rearranjam de modo que haja uma parte interna
hidrofobica e uma parte externa em formato de coroa hidrofilica (Schacher F. et al., 2009). Essa
nova configuragdo proporciona ao polimero um cardter anfifilico e, devido a isso, a
solubilizagdo de compostos hidrofobicos para aplicacdo do SAB torna-se vantajosa, levando

em consideracao que a dgua € o principal constituinte do sistema (Rodrigues G. D. et al., 2008).
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Figura 1.5. Esquema de formagdo de micelas: (a) molécula de copolimero tribloco formado por blocos
de 6xido de propileno (PPO) e 6xido de etileno (PEO); (b) sistema aquoso bifasico formado por
copolimero tribloco e sal; (c) estrutura das micelas formadas pelos copolimeros na FS (Rodrigues G. et

al., 2008).
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A formagdo das micelas ocorre conforme mostrado na Figura 1.5. Nesse esquema foi
utilizado como exemplo o copolimero tribloco L64 ((EO)13(PPO)30(PEO)13, de massa molar
2900 g mol ), o qual é constituido por 6xidos de propileno (PPO — parte hidrofobica) e 6xidos
de etileno (PEO — parte hidrofilica).

Conhecendo as vantagens da aplicagdo dos copolimeros, Assis e colaboradores
estudaram a extragdo seletiva do arsénio (III) em um SAB formado pelo copolimero L64 +
NazSO4 + H2O na presenga do extratante pirrolidina ditiocarbamato de amdnio (APDC). Para
uma melhor eficiéncia do método foram avaliados o pH do sistema, a natureza do polimero e
sal formador do SAB, o CLA, o tipo e concentragdo de extrator e a razao massica entre as fases.
Por fim, foi conseguido uma extragcdo de 98% de As(IIl) (Assis R. C. et al., 2019). Além disso,
outros pesquisadores também estudaram o comportamento da extragdo seletiva de bismuto em
um SAB formado pelo copolimero tribloco L35 + NH4NOs + H20, sem a presenga de
extratantes. Uma recuperacgao de 38,5 g de bismuto por quilograma de lixiviado foi observada

diante de uma extragdo de 94,7% (Hespanhol M. C. et al., 2019).

Além de ser aplicado a metais, o SAB também vem sendo estudado para
extracdo/particdo de analitos organicos, como a cafeina. Por exemplo, Yazdabadi e
colaboradores propuseram a extragdo desse composto utilizando um sistema aquoso bifasico
diferente formado por um liquido idnico (brometo de tetrabutilfosfonio) e o sorbitol. Sob
condi¢gdes Otimas, uma particdo de 70,7% de cafeina foi obtida em um estagio de extragdo

(Yazdabadi A. et al., 2019).
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Nesse contexto, o SAB apresenta grande potencial para extracao de diversas classes de
analitos, levando em consideragdo os 6timos resultados que vem apresentando como técnica de
extracdo. Além disso, ao contrario da SPE, o SAB proporciona uma melhor frequéncia analitica
e um baixo custo por andlise, visto que necessita de pouca quantidade de reagentes como
polimero e sal, os quais também tém baixo custo. Outras importantes vantagens sdo: ser
composto majoritariamente por dgua e componentes biodegradaveis, pouco tdxicos e nao
inflamaveis, ter capacidade de extrair tanto espécies carregadas quanto neutras e apresentar
baixa tensdo interfacial (beneficiamento no processo de difusdao de compostos através da
interface) e possibilidade de aplicacdo em larga escala. Assim, a aplicagdo dessa técnica se torna
vantajosa para o preparo de amostra visando a determinacdo de contaminantes em baixas

concentracdes, como hormonios e farmacos.
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CAPITULO 2. Objetivos

2.1 Objetivos gerais

Este trabalho tem como objetivo o desenvolvimento de uma nova metodologia de baixo
impacto ambiental empregando SAB para a extragdo, pré-concentracio e clean-up, de alguns
hormdnios esteroides classificados como contaminantes emergentes e interferentes enddcrinos.
Além de validar um método empregando sistemas aquosos bifasicos como preparo de amostras
e UPLC-MS/MS como técnica analitica para determinagdo de farmacos, também classificados

como contaminantes emergentes, em matrizes de 4guas superficiais.

2.2 Objetivos especificos

e Estudar a influéncia da composi¢do do SAB na parti¢do dos farmacos;

e Avaliar os efeitos do comprimento da linha de amarra¢do (CLA), temperatura e pH do
meio sobre a particao dos hormoénios;

e Estudar o efeito da variacdo das massas das fases (mryimrs: 1/1, 2/1, 3/1, 4/1 e 5/1)
sobre o comportamento de particdo dos hormoénios estudados;

e Avaliar o comportamento da particdio dos hormoénios em SAB através de um
planejamento experimental, a fim de avaliar interagcdes entre a resposta (absorbancia)
e os parametros estudados;

e Aplicar o SAB otimizado no estudo de particdo dos hormdnios em amostras de agua;

e Otimizar as condigdes cromatograficas e de espectrometria de massas para
determinagdo de amoxicilina;

e Validar um método empregando SAB como preparo de amostras ¢ UPLC-MS/MS
como técnica analitica para determinacdo de amoxicilina em matrizes de aguas

superficiais.
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CAPITULO 3. Extracio de hormonios esteroides provenientes de pilulas

anticoncepcionais aplicando sistemas aquosos bifasicos

3.1. Introducio

Alguns dos contaminantes emergentes podem causar, além de todos os efeitos ja citados,
modificagdes no sistema enddcrino de animais € humanos, as quais podem ser responsaveis por
provocar efeitos adversos no desenvolvimento, reproducdo e funcdes neuroldgicas e
imunologicas. Esse grupo de substancias ¢ conhecido como interferentes enddcrinos ou, do
inglés, endocrine disrupting compounds (EDCs) (Wee S. Y. e Aris A. Z., 2019). Como
exemplos de integrantes desse grupo tem-se os hormonios, metais e produtos de cuidados

pessoais (Wee S. Y. et al., 2019).

O sistema enddcrino ¢ responsavel pelo controle de muitos processos, como a
diferenciagdo das células para o desenvolvimento embrionario, além de controlar o
metabolismo e a reproducdo dos seres humanos. Seu funcionamento acontece por meio da
interagdo entre células e hormonios através de receptores especificos, a partir dai a mensagem
¢ transmitida através da corrente sanguinea (Cais T. A., 2016). A influéncia desse sistema em
processos biologicos importantes, aumenta a sua vulnerabilidade aos disturbios externos,

mesmo em baixas concentracdes (ng L' ou pg L) (Deich C. et al., 2020).

Os EDCs podem agir de modo a induzir o corpo a responder excessivamente ao estimulo
a que esta sendo induzido, como ocorre com os hormodnios de crescimento, responder de forma
inapropriada aos estimulos, bloquear o efeito de outros hormonios ou causar uma maior ou
menor produ¢cdo de hormoénios do que o natural (Wee S. Y. e Aris A. Z., 2019). Weiss ¢
colaboradores reportaram o efeito inibidor de um EDCs da classe dos surfactantes sobre os
niveis hormonais da tireoide, visto que compete com outro hormoénio pela interagdo com a
enzima responsavel em manter os niveis hormonais do corpo adequados (Weiss J. M. et al.,

2009).

A permanéncia desses compostos nas matrizes ambientais tem sido o principal fator que
causou o aumento nos estudos relacionados aos EDCs, diante do alto potencial como
contaminante. De toda a América Latina, o Brasil e 0 México sdo os paises com mais estudos
relacionados a analise de EDCs no ambiente em geral, mas principalmente em aguas tratadas e

aguas superficiais (Reichert G. et al, 2019). Diversos estudos citam a presenca desses
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compostos nas diversas matrizes aquosas ambientais, sendo que os principais reportados sdo os
hormdnios, e apresentam possiveis consequéncias para o ecossistema e saude publica (Deich

C.etal., 2020).

Jardim e colaboradores avaliaram a estrogenicidade das aguas potaveis de Sao Paulo no
Brasil e encontraram valores na faixa de 0,13-3,10 ng L' (Jardim W. F. et al., 2012). Além
disso, Dias e colaboradores estudaram amostras de aguas superficiais do estado do Rio de
Janeiro e observaram uma faixa mais ampla de concentra¢io de 0,0-16 ng L' de hormonios
nessas matrizes (Dias A. C. V. et al., 2015). Em amostras de um estuario localizado na cidade
do Rio de Janeiro foi detectado uma faixa de concentragdo de hormonios esteroides de 0,5-3,2

ng L' (Do Nascimento M. T. L. et al., 2018).

Wee e colaboradores estudaram a ocorréncia e distribuicdo dos EDCs nas aguas
superficiais da Maldsia e observaram a presenga de hormodnios, farmacos, pesticidas e
plastificantes. Dentre todos os EDCs encontrados, os que apresentaram maiores concentragdes
foram a cafeina (19,33 ng L), o bisfenol A (8,24 ng L") e o farmaco diclofenaco (6,15 ng L-
") (Wee S. Y. et al., 2019).

Diante de todos os possiveis impactos causados por essa classe de compostos, a Unido
Europeia ja regulamenta a presenca desses compostos em suas aguas e considera este grupo

como sendo altamente perigoso (EC, 2001).

Dentre todas as classes dos EDCs, os hormonios esteroides tem um dos mais
significativos potencial de interferéncia no sistema endocrino, visto que tem um dos maiores
efeitos estrogénicos. Além disso, ¢ um dos compostos mais abrangentes no ambiente aquatico,
devido a sua ampla biodisponibilidade (Chang H. et al., 2018). Assim, ¢ de suma importancia
o desenvolvimento de métodos eficientes para detecg¢do e quantificacdo destas substincias nas

matrizes aquosas a fim de evitar problemas futuros.

3.1.1 Hormaonios esteroides

O tecido esteroidogénico ¢ o Uinico responsavel por utilizar a molécula de colesterol
como material de partida para a biossintese da pregnenolona, que € o esteroide precursor para
os hormonios esteroides (Schiffer L. et al., 2019). Esses tipos de compostos podem ainda ser
classificados como androgenos, estrogenos, glicocorticoides, mineralocorticoides e

progestagenos, de acordo com sua estrutura ou atividade (Robles J. ef al., 2017). Dentre esses,
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os hormdnios andrégenos sdo hormdnios sexuais masculinos e os estrogenos e progestagenos
sd0 hormonios sexuais femininos. Além disso, os hormonios estrégenos podem existir na sua
forma natural, como o 17B-estradiol e na sua forma sintética, obtidos principalmente por uso

de métodos contraceptivos (Chang H. et al., 2018; Dallegrave A., 2012).

Os primeiros relatos, associando a presenga dos hormonios com interferéncias no
sistema endocrino, ocorreram com a utilizagdo do hormonio estrégeno sintético dietilbestrol
(DES), que era muito aplicado na prevengao do aborto entre os anos 1940-1970. Maes que
fizeram uso desses medicamentos geraram filhas que apresentaram problemas na gravidez,
disfun¢do nos 6rgaos reprodutivos e disturbios no sistema imunolégico (Colborn T. et al.,
1993). Conhecidos esses problemas, o uso do DES foi entdo proibido e, somente na década de

1990 os estudos dos efeitos dos diferentes hormonios no ambiente se iniciaram.

Dentre as diferentes classes, os hormonios sexuais femininos acarretam maior
preocupacao ambiental devido a sua maior disponibilidade e a conformagdo que apresenta, a
qual favorece a interagdo com o receptores do sistema, resultando em uma resposta mais intensa
(Machado K. S., 2010). Mesmo assim, os androgenos também sdo substancias que requerem
aten¢do, visto que apresentam riscos aos animais aquaticos, podendo causar, dentre outras
coisas, a masculinizagdo de peixes fémeas. Além disso, os androgenos sdo amplamente
empregados em uso médico em animais e humanos, assim como, excretados em grande

quantidade (Liu S. S. et al., 2020; Yu Q. M. et al., 2019).

A grande parte da excrecdo dos hormonios naturais e sintéticos ocorre através da urina
ou, em menor propor¢ao, por meio das fezes como substancias soliveis. Sob condigdes naturais,
estes metabolitos podem ser rapidamente hidrolisados retornando a sua forma original (Robles
Joetal.,2017; Yu Q. M. et al., 2019). Todas essas substancias ja foram detectadas em diversas
matrizes ambientais, como aguas superficiais, plantas de tratamento de esgoto e 4guas nascentes

(Liu S. S. et al., 2020).

Portanto, com o aumento do uso desses hormonios para diversos fins, a probabilidade
desses compostos serem despejados de forma inadequada e estarem presentes nas matrizes
ambientais se eleva. Assim, a remediacdo de matrizes contaminadas e a determinagdo e
quantificagdo dos EDCs no ambiente se torna muito importante (Lima D. R. S. et al., 2017; Yu

Q. M. et al., 2019).
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3.1.2 Origem de horménios esteroides no ambiente

O uso de hormoénios em medicamentos destinados para tratamento de reposicao
hormonal em mulheres na menopausa, prevengao de osteoporose e, at€ mesmo, tratamentos de
cancer de mama e prostata foi inovador para a saide. Devido a isso, o aprimoramento no
desenvolvimento desses medicamentos tende a ser constante (Andrade L. R., 2013). Como
exemplo, para o controle da natalidade da populagdo tem sido aplicados hormonios sintéticos,
visto que os naturais ndo possuem lipofilicidade suficiente para sua absor¢do pelo trato
digestivo (Mastrup M. et al., 2005). Para isso, hormodnios estrogénicos como o 17a-

etinilestradiol s3o comumente empregados em pilulas anticoncepcionais.

No Brasil, Ternes e colaboradores foram responsaveis pelo primeiro estudo relacionado
a presenca de hormodnios estrogénicos nas aguas, o qual foi publicado em 1999. Os autores
determinaram a eficiéncia na remog¢ao de estrogénios em plantas de tratamento de esgoto da
cidade do Rio de Janeiro, observando falha no sistema para esse fim. Nesse estudo foram
encontrados nos efluentes das plantas de tratamento de esgoto 0,021 pg L' e 0,040 pug L' dos
hormonios 17B-estradiol e estrona, respectivamente (Ternes T. A. et al., 1999). Atualmente, a
presenga de hormdnios nos corpos aquaticos € um tema muito relevante e, por isso, ¢ estudado
mundialmente devido aos problemas associados a sua presenca (Chang H. ef al., 2018; Yu Q.

M. et al.,2019).

Neste contexto, os hormodnios a serem estudados foram escolhidos por serem
componentes de medicamentos de contracepcdo comumente usados no Brasil, como o
Minesse® (Gestodeno - GD e 17a-etinilestradiol — EE2), Ciclo 21® (Levonorgestrel — LV e
EE2), Diane 35® (Acetato de ciproterona - AC e EE2) e Mesigyna® (Valerato de estradiol - VE).
As estruturas quimicas e algumas caracteristicas fisico-quimicas, compreendida pela constante
de dissociacdo (pK,) e coeficiente de particdo metanol-agua (log K,v) de cada um dos
hormonios estudados estdo agrupadas na Tabela 3.1. Através desses dados ¢ possivel
compreender a polaridade da molécula, assim como, conhecer a espécie presente de acordo com
o pH do meio. E importante destacar que o governo brasileiro disponibiliza de forma gratuita,

através do programa “Farmacia Popular” os formacos Ciclo 21® e Mesigyna® (Saude, 2017).
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Tabela 3.1. Estruturas quimicas dos hormonios estudados e suas propriedades: nome, féormula
molecular, massa molecular, constante de dissociacdo acida (pK,) e coeficiente de particdo octanol/agua

(log Kow).

Massa
Formula . .
Nome molecular Estrutura quimica pK. LogK,. Referéncias
molecular
(g mol™)
Chaves K. S., 2016; Lai
EE2 CroH2407 296,4 4,11 K. M. et al., 2000;
Dorwald F. Z., 2012
Bergamin B. et al.,
2019; Lai K. M. et al.,
VE C23H3,03 356,5 6,41
2000; Dorwald F. Z.,
2012
Rokhina E. V. et al.,
GD C21H2602 310,4 2,02 2012; Dorwald F. Z.,
2012
Nasuhoglu D. et al.,
LV C21H250, 312,4 19,3 3,37 2012; Dorwald F. Z.,
2012
Ghasemiyeh P. ef al.,
AC C24H2oC104 416,9 - 3,81 2019; Dorwald F. Z.,
2012

De acordo com os dados descritos da Tabela 3.1, o alto valor pK, para LV demonstra
que a ionizacdo dessa molécula nao € favoravel. Dentre todos os hormdnios estudados, os
hormonios esteroides (EE2 e VE) possuem maior valor de Log K., 0 que atribui a eles uma menor
polaridade e, consequentemente, uma menor afinidade por fases aquosas. A partir dessas informagdes

uma melhor compreensdo do comportamento de extragdo dos analitos € possivel.
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Dentre os hormonios escolhidos, apenas o 17a-etinilestradiol tem o limite maximo
permitido no ambiente estabelecido pela EU, o qual é 0,035 ng L' (Cesen M. et al., 2017). O
alto potencial como interferente enddcrino de todos os compostos ¢ conhecido e vem sendo
estudado continuamente, porém ainda ndo ha uma diretriz que estabelega normas para

aparecimento no ambiente.

Com isso, a importancia do desenvolvimento de metodologias de analise eficientes para
esses compostos em matrizes ambientais aumenta. Nesse sentido, o SAB ¢ apresentado como
uma técnica que visa a extragdo e pré-concentracdo de hormdnios exdgenos encontrados em
pilulas anticoncepcionais. Apesar do SAB ja ser aplicado na partigdo e pré-concentracio de
varios compostos estratégicos, como metais, corantes e polissacarideos, ¢ a primeira vez que

sera utilizado como técnica de preparo de amostra para determinacao de hormonios.
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3.2. Parte experimental

3.2.1 Instrumentacio

O ajuste de pH da agua deionizada utilizada para preparo das solugdes estoques do SAB
foi realizado em um pHmetro digital (Hanna Instruments, HI 2221). Para a preparagdo das
solucdes foi utilizada uma balanga analitica (AUY 220, Shimadzu) com uma incerteza de +
0,0001 g. Para agilizar a separagdo de fases foi utilizada uma centrifuga (Excelsa II, FANEN)
e o equilibrio termodindmico das amostras foi estabelecido através de um banho
ultratermostatico de incerteza + 0,1 °C (MA 184, Marconi). Além disso, um banho de ultrassom

(Sanders medical) foi utilizado para auxiliar a limpeza de materiais plésticos e vidrarias.

Os sinais analiticos foram obtidos através de um espectrofotometro de absor¢ao UV-
Vis (Hitachi U-2010) utilizando uma cubeta de quartzo de 1,0 cm de comprimento Optico nos
comprimentos de onda maximos previamente determinados pela obtengdo dos respectivos
espectros de absor¢do das solu¢des dos medicamentos Minesse (245nm), Diane 35 (288 nm),

Ciclo 21 (245 nm) e Mesigyna (232 nm), conforme mostrado na Figura 3.1.
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Figura 3.1. Espectros de absor¢do na regido UV-Visivel das solugdes dos medicamentos A) Minesse,

B) Ciclo 21, C) Diane 35 e D) Mesigyna.
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3.2.2 Reagentes

Os polimeros utilizados para formagao dos SAB foram o PEO1500 (formula molecular
HO(C2H40)nH e MM = 1500 g mol™!) obtido da Vetec e os copolimeros tribloco L64 (formula
molecular (EO)13(PO)3(EO)i3 e MM = 2900 g mol!) e L35 (férmula molecular
(EO)11(PO)16(EO)11) e MM = 1900 g mol ™), fabricados pela Sigma-Aldrich. Os sais utilizados
foram: sulfato de sodio anidro (Na2S0Os4), tartarato de soédio (Na,CsH40O6.2H-0), citrato de sdédio
(Na3;CeHs07.2H20) e sulfato de litio (Li2SO4.H20) obtidos da Vetec, e o sulfato de magnésio
(MgS04.7H20) fornecido pela Synth.

Os anticoncepcionais Diane 35 (2 mg de AC e 0,035 mg de EE2) e o Mesigyna (50 mg
mL™! de enantato de noretisterona e 5 mg L! de VE) foram obtidos da Bayer, o Minesse (60 mg

de GD e 15 mg de EE2) pela Wyeth e o Ciclo 21 (0,15 mg de LV ¢ 0,03 mg de EE2) adquirido
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da Unido Quimica. A Figura 3.2 mostram os farmacos utilizados nesse trabalho. Esses
medicamentos foram escolhidos por serem os anticoncepcionais mais utilizados no Brasil

devido ao seu baixo custo e grande disponibilidade.

Figura 3.2. Medicamentos utilizados nesse trabalho como fonte dos hormédnios.
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Todos os experimentos foram realizados utilizando dgua deionizada (resistividade =
18,2 MQ.cm a 298,15 K) obtida do Ultrapore Water Simplicity UV (Millipore). Para os ajustes
de pH das solu¢des foram utilizados 4cido sulfurico (H2SO4, 96,0%) da Merck e hidroxido de
sodio (NaOH, 99,0%), adquirido da Vetec.

3.2.3 Composicao do SAB e procedimento de extracio

Solugdes aquosas estoque de polimero e eletrélito foram preparadas medindo-se massas
especificas de cada reagente em 4agua deionizada apos os ajustes de pH. As concentragdes
dessas solucdes foram obtidas através do comprimento de linha de amarracdo (CLA)

predeterminadas do sistema, baseadas na literatura para os diferentes sistemas estudados

(Tabela 3.2).
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Tabela 3.2. Sistemas utilizados como base de SAB para a realizagdo da parti¢do de hormdnios em

diferentes composi¢des de polimero, eletrdlito e dgua.

Sistemas Referéncias
L35 + Na,SO4 + H,O (Da Silva M. D. H. et al., 2006)
L35+ Li,S04.H,0 + H,O

L35 +MgS0.4.7H,0 + H,O
L35 + Na,CsH406.2H,0 + H,O (Martins J.P.etal., 2009)
L35 + Na;CsHs507.2H,0 + H,O

L64 + Na,SO4 + H,O (Rodrigues G. D. et al., 2009)
L64 + Li2S04.H,0 + H,O
L64 + MgS04.7H,0 + H,0
L64 + Na>C4H406.2H,O + H,0O (De Andrade V. M. et al., 2011)

L64 + Na3;C¢Hs07.2H,0 + H,O
PEO1500 + Na»SO4 + H,O (Martins J. P. et al., 2008)
PEO1500 + Li,SO4.H.O+ H,0O
PEO1500 + MgSO4.7H,0+ H,0
PEO1500 + Na,C4H406.2H,0 + H,O (Martins J. P. et al., 2008)
PEO1500 + Na3CsHs07.2H,0 + H,O

Em todos os experimentos foram utilizadas solugdes preparadas com as pilulas
anticoncepcionais previamente trituradas com almofariz e pistilo e armazenadas,
separadamente, em ambiente sem luz para garantir sua estabilidade. O procedimento de

extracdo dos analitos foi realizado em duas etapas.

Primeiramente, sistemas estoques foram preparados através da mistura das solugdes de
polimero e eletrélito em tubos de ensaio de 50 mL, de acordo com a composi¢cdo global
desejada. Os tubos foram agitados manualmente por 3 minutos, centrifugados por 20 minutos
com uma forga centrifuga de 560 x g e colocados em banho termostatico por 24 horas a 25,0 °C
para estabelecer o equilibrio termodinamico das fases, exceto nos experimentos onde a

temperatura foi variada.

Posteriormente, as fases foram coletadas separadamente utilizando seringas e a fase
superior foi utilizada como solvente no preparo das solu¢des dos hormonios. Sabendo da
presenca de dois hormdnios por medicamento, as solucdes foram preparadas levando em

consideragdo a concentragao do principio ativo presente em menor quantidade (EE2 e EV).
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Com isso, a concentragdo do analito de menor quantidade foi mantida constante e igual a 4,00
mg kg! em todos os experimentos. Entdo, 2,0000 g dessas solugdes de hormonios foram
pesados em tubos de ensaio de 15 mL e misturados com 2,0000 g de fase inferior recolhida
anteriormente do SAB estoque (FI). Apenas nos experimentos que avaliaram a pré-
concentragdo dos analitos foi alterada a massa de FS e FI. Todos os experimentos foram

realizados em duplicata, e um branco foi preparado para cada um dos diferentes ensaios.

Os tubos de 15 mL também foram agitados manualmente por 3 minutos e depois
centrifugados por 20 minutos a 560 x g para acelerar a separagdo de fases. Assim como para os
SAB’s estoque, esses tubos foram mantidos em banho termostatico por 24 horas a 25,0 °C para
estabelecer o equilibrio termodinamico, exceto nos experimentos onde a temperatura foi
variada. As FS e FI de cada tubo foram coletadas com auxilio de seringas e diluidas em um
intervalo de fator de dilui¢do de 1 a 10 para andlise no espectrofotometro UV-Vis. Todo o

processo de extragao ¢ sumarizado na Figura 3.3.

Figura 3.3. Representagdo esquematica do processo de extragdo empregado para os hormonios

esteroides.
Solugao estoque -
de polimero Spltlgao de
farmaco em FS
I- Agitagdo manual Agitacio (1h)
(3 min) s s Astiacdo (1)
_ Tubo A —— SAB
5 . 5 gs FI recolhida
Solugao estoque Centrifugacao (20 Banho termostatico
de sal min, 2500 rpm) (25°C, 24 h) 2,0000g FS + Farmaco

2,0000g FI

A
e

SAB

Agitagdo
manual (3 min) Tubo B

—

— Banho termostatico Centrifugagao (20
Diluigao da FS e FI (25 °C, 24 ) min, 2500 rpm)
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3.2.4 Otimizacao de extracao

A influéncia de alguns pardmetros possivelmente importantes para a partigdo dos
hormonios no SAB foram avaliados, tais como: o pH do meio (3,00; 5,00; 7,00; 9,00 e 11,00);
a natureza do eletrolito (NaSOg, Li2S04.H20, MgS04.7H,0, NaxCsH406.2H20,
Na3zCsHs07.2H20) e do polimero (PEO1500, L64 e L35) formador do SAB; o comprimento da
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linha de amarragdo do sistema; a temperatura controlada do banho termostatico (5,00; 15,0;
25,0; € 40,0 °C); e a relacdo massica das fases inferior e superior do sistema (mryimrs: 1/1, 2/1,

3/1,4/1 e 5/1).

3.2.5 Avaliac¢ao da particiao dos analitos

A parti¢ao dos hormonios foi avaliada através do coeficiente de parti¢ao (K) obtido em
cada ensaio. O célculo do K foi realizado levando em consideragdo a lei de Lambert-Beer que
enuncia que a concentragdo do analito ¢ proporcional a absorbancia. Assim, o K foi calculado
através da razao dos sinais de absor¢ao molecular dos analitos obtidos nas duas fases do SAB
(Equacao 3.1).

horménios]FS  AbsFSx fFS ~
k=1 L _ Equagdo 3.1

[horménios]FI ~  AbsFlx fFI

onde Abs™ e Abs'! o sinal da absorbancia das fases superior e inferior, respectivamente, no
comprimento de onda especifico apresentado por cada medicamento, conforme Figura 3.1. Os
termos f> e ! representam os fatores de diluicdo de cada fase.

Além disso, parametros termodinamicos também foram determinados com o objetivo
de conhecer a espontaneidade do processo de particio nos SAB estudados. A variagdo da
energia livre de Gibbs foi calculada através dos valores de K obtidos nos ensaios em diferentes

temperaturas, a partir da Equagao 3.2.
A,G = —RTInK Equacdo 3.2

onde A, G € a variagdo da energia livre de Gibbs molar dos horménios particionados para a FS
(J mol™"); T ¢ a temperatura na qual o experimento foi realizado (em Kelvin); R é a constante
real dos gases (8,314 J K'! mol™); e K ¢é o coeficiente de particdo obtidos nos ensaios de cada
farmaco.

A variagdo de entalpia (A H) do processo de parti¢do dos farmacos foi obtida atraves
da aproximagdo de Van't Hoff, a qual relaciona a variacdo da constante de equilibrio com a
variagdo de temperatura (Equagdo 3.3). Para isso, gerou-se a equacao da reta de um grafico de
eixos iguais a InK x I/T. Assim, A H foi obtido através do valor de inclinagdo da curva

resultante da regressao linear do grafico construido.

AH (1)  AS .
InK = —r\T +T Equagao 3.3
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onde A H ¢ a variagdo de entalpia molar do farmaco particionado para a FS (J mol!); T¢é a

temperatura na qual o experimento foi realizado (em Kelvin); R ¢ a constante real dos gases

8,314 J K mol™); A,S é a variacio de entropia molar no processo de particdo de cada farmaco
p
(J mol'K™!); e K é o coeficiente de particio dos hormdnios.
A variagdo de entropia (ApS) do processo de particdo também foi calculada. Esse

parametro foi determinado a partir da equacdo de variacdo da energia livre de Gibbs (Equacao

3.4), visto que os valores de ApH € A,G ja eram conhecidos.

ApG = A H — TALS Equagdo 3.4

3.2.6 Planejamento experimental para extracio de hormodnios em sistema aquoso

bifasico

O planejamento experimental foi aplicado para otimizar a parti¢do dos hormonios LV e
EE2 obtidos do farmaco Ciclo 21, a fim de comparar os resultados obtidos com aqueles
provenientes da otimizagdo univariada para cada farmaco. Esse ensaio teve como objetivo
verificar a existéncia de possiveis interagdes entre os parametros do SAB analisados, tomando
como base as condi¢des do SAB ja determinadas para o Ciclo 21 na otimizag¢do anteriormente
realizada. Assim, os SAB’s utilizados nesses experimentos foram preparados a partir de
solucdes estoque de polimero (L35 ou PEO1500) e eletrdlito (sulfato de sddio ou citrato de
sodio). Esses polimeros e sais especificos foram utilizados por serem componentes das
condicdes de extracdes que apresentaram melhores resultados de extragdo na otimizagdo

univariada para o Ciclo 21. Toda a extragdo foi realizada conforme ja descrito anteriormente.

Primeiramente, uma triagem das varidveis do SAB foi realizada empregando
planejamento fatorial fracionario (2%!). Os softwares Excel e Desing Expert 11 foram
empregados para o calculo dos efeitos e construgdo dos graficos. A resposta analisada foi a
absor¢ao da FS resultante da analise em espectrometria de absor¢do molecular UV/Vis. A

Tabela 3.3 sumariza as variaveis e os niveis estudados.
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Tabela 3.3. Planejamento Fracionario (2¢') para partigdo dos hormonios em sistemas aquosos bifésicos.

Variaveis Nivel (-) Nivel (+)
Polimero PEO 1500 L35
Eletrolito Sulfato de sédio Citrato de s6dio
Linha de amarracao (LA) 2 5
pH 3 7
Razao das massas (mri/mrs) 2/1 51
Temperatura (°C) 25 40

Nesse contexto, quatro SAB’s diferentes foram avaliados em relagdo ao comportamento
de particdo dos hormonios: L35 + NaSOs + H,O, PEO1500 + Na,SOs + H,O, L35 +
NazCsHs07.2H20 + H20 e PEO1500 + Na3CsHs0O7.2H20 + H20. A composi¢ao dos sistemas

aquosos bifasicos foi baseada na literatura e a descrigdo encontra-se na Tabela 3.4.
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Tabela 3.4. Dados retirados da literatura das concentragdes em % m/m de polimero (m;) e sal (ms) na

fase superior (FS) e fase inferior (FI) para os SAB estudados e os respectivos comprimentos de linha de

amarragdo (CLA), a 25°C e 40 °C (da Silva et al., 2006; Martins et al., 2008).

FS FI
T (°C) CLA (% m/m) LA
my ms mp mg
L35 + Na,SO04+ H,0
25 50,85 0,66 1,91 17,46 51,74 2
59,59 0,15 0,77 25,53 64,04 5
40 47,55 1,09 1,92 9,14 46,33 2
60,06 0,61 0,09 12,98 61,23 5
PEO1500 + Na,SO4+ H,O
25 34,51 2,16 2,12 17,77 35,95 2
46,29 1,20 0,59 23,58 50,88 5
40 39,07 2,29 1,43 17,03 40,42 2
48,79 1,07 0,91 22,54 52,47 5
L35 + Na3;C¢Hs507.2H,0 + H,O
25 41,58 2,11 2,33 17,24 42,16 2
57,56 0,75 3,32 25,16 59,48 5
40 50,88 1,25 2,81 16,97 50,58 2
63,24 0,49 5,18 24,20 62,71 5
PEO1500 + Na3;C¢Hs0-.2H,0 + H,O
25 32,31 4,39 0,46 22,29 36,54 2
45,63 1,70 0,01 30,29 53,84 5
40 36,35 3,54 0,35 21,47 40,22 2
48,99 1,51 0,01 30,56 56,95 5

Posteriormente, foi feito um planejamento fatorial 2° em duplicata (n = 2), em SAB

formado pelo sal Na;SO4 na razdo das massas (mr/mrs) de 5/1 e em pH 3,00 a fim de

proporcionar uma melhor particdo dos analitos e a sua pré-concentracdo. As variaveis € 0s

niveis estudados encontram-se na Tabela 3.5.
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Tabela 3.5. Planejamento Fatorial 2° com duplicatas para a extragdo de hormonios SAB formado por

PEO 1500 ou L35 + Na>SO4 + H20.

Variaveis Nivel (-) Nivel (+)
Polimero PEO 1500 L35
Linha de amarracéo (LA) 2 5
Temperatura (°C) 25 40

Com base nisso, a extracao dos hormdnios foi seguida na condi¢do 6tima de composi¢ao

do sistema.

3.2.7 Aplicacio do método de extracao otimizado em amostras aquosas ambientais

A condigado otimizada (L35 + NaxSO4+ H,0 em pH 3,00; LA 5 - CLA = 64,06% m/m;
temperatura de 25 °C) encontrada nas etapas de otimizacao foi aplicada em quatro diferentes
amostras de 4gua: dgua da rede de abastecimento publico de Belo Horizonte, coletada na
torneira do departamento de quimica da UFMG - laboratério 214; agua superficial, coletada na
margem da Lagoa da Pampulha localizada na cidade de Belo Horizonte - MG; agua filtrada
obtida na estac¢io de tratamento de agua do Servigo Auténomo de Agua e Esgoto (SAAE) da
cidade de Vigosa-MG; e dgua do Rio Doce coletada na estacdo de recebimento do SAAE da
cidade de Governador Valadares-MG.

Com a finalidade de caracterizar as amostras, o pH de cada solucdo foi medido e sdao
7,81; 7,92; 7,70 e 7,63 para a agua de torneira, agua da lagoa, agua filtrada e 4gua de rio,

respectivamente.

As referidas amostras foram selecionadas devido as diferentes etapas de tratamento que
foram ou ndo submetidas, podendo ter diferentes composicoes e, consequentemente, diferentes
quantidades de hormonios presentes. Dentre as dguas avaliadas, a adgua da torneira ¢
considerada potavel, ja que recebeu todo o tratamento convencional utilizado na maioria das
ETA’s. As aguas da lagoa e do rio, classificadas como classe 3 de acordo com o Conselho
Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) (CONAMA 430/2011), recebem pouco ou nenhum
tipo de tratamento. A amostra de d4gua da ETA recebeu os tratamentos prévios até o processo

de filtragdo, ja que a coleta foi realizada em um filtro anterior a etapa de desinfec¢ao.
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3.3. Resultados e discussao

3.3.1 Otimizacao dos parametros do SAB

Frequentemente, agentes extratantes sao aplicados no SAB com o objetivo de formar
complexos com o analito de interesse, o qual normalmente tem natureza inorganica e tende a
ter maior interagao pelos eletrdlitos presentes em maior quantidade na fase inferior. Assim,
complexos formados entre o extratante e o analito determinam a parti¢do para uma das fases
(Leite D. D. et al., 2019). Quando ndo ha a presenca de nenhum composto adicional, o analito

tende a permanecer na fase em que possui maior afinidade depois da formagao do sistema.

Nesse sentido, o analito com menor carater hidrofilico tende a particionar para a fase
polimérica (FS) do sistema, visto que o polimero possui menor afinidade com o meio aquoso
do que a fase salina. Nesse caso, o valor de K tende a ser maior (K>1) devido a permanéncia de
mais analitos na fase superior. Ao contrario, o analito tera uma interacao mais forte com os

eletrélitos do sistema quando ele tiver maior carater hidrofilico.

Os hormonios esteroides possuem carater hidrofobico e, por isso, pode-se supor que a
particdo ocorra preferencialmente para a fase superior do SAB, quando ndo ha nenhum agente
extratante. Além da FS ter maior carater hidrofébico, nela pode haver a formagao de micelas
acima da CMC quando aplicados copolimeros. Entretanto, a parti¢do das moléculas orgéanicas
em SAB ndo depende somente das suas caracteristicas fisico-quimica, mas também da
composicao do sistema (Azevedo A. M. et al., 2009). Sendo assim, visando uma maior parti¢cao
dos analitos estudados, varios parametros do sistema podem ser variados, como: a composi¢ao

e o CLA do sistema, o pH do meio, a temperatura, a variagao das massas etc.

3.3.1.1 Efeito do polimero formador do SAB

A natureza do polimero formador do SAB ¢ um pardmetro muito importante para a
particao dos analitos no sistema, uma vez que podem possuir diferentes grau de hidrofobicidade
e massas molares. Sabendo disso, foram avaliados os SAB compostos por: PEO 1500 + Na>SO4
+ H>O; L35 + NaxSO4 + H2O e L64 + NaxSO4 + H2O, em pH = 5,00 e CLA = 46,97; 46,77,
47,82 % m/m, respectivamente. A Figura 3.4 ilustra o comportamento de extragdo dos

hormdnios contidos nos diferentes medicamentos aplicados.
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Figura 3.4. Efeito da natureza do polimero ou copolimero (L35, L64 ¢ PEO1500) formador do
SAB (Na,SO4+ H>0) na partigdo dos farmacos presentes nos medicamentos, em pH = 5,00:

A) Minesse e Ciclo 21; B) Diane 35 e Mesigyna.
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Nota-se que a parti¢do de todos os hormonios estudados foi influenciada pela presenca
dos diferentes polimeros e que todos os analitos foram particionados preferencialmente para a

FS do sistema, como observado pelos valores de K maiores do que 1.

Os farmacos dos medicamentos Minesse ¢ Ciclo 21 apresentaram comportamento
similar frente a variada composi¢dao do SAB. Em ambos, a maior parti¢do para a FS foi obtida
com a utilizagdo do polimero PEO 1500, o qual ¢ mais hidrossolivel. Nessa condi¢do, foram
obtidos os valores de K iguais a (58 = 8) para o Minesse e (91,91 = 0,07) para o Ciclo 21. Essa
maior afinidade por PEO 1500 observada pode ser atribuida ao menor grau de lipofilicidade
dos hormonios GD e LV constituintes desses farmacos, dada pelos menores valores de log Kow
(2,02 e 3,37, respectivamente) mostrados na Tabela 3.1. As caracteristicas do EE2, também
constituinte dessas pilulas, ndo foi levado em consideragdo devido a estar presente também no
Diane 35, o qual apresentou resultado diferente.

A particdo do Diane 35 para a FS do sistema foi maior e igual a (318 + 7) quando
aplicado um SAB de composicdo L64 + NaxSOs + H>O. J4, o Mesigyna apresentou um
comportamento de particdo semelhante em L64 (K =562 + 6) e L35 (K = 562 + 47). Tanto o
copolimero L.64 quanto o L35 sdo formados por 6xido de etileno (PEO) e 6xido de propileno
(PPO), o que proporciona um maior grau hidrofobico para ambos.

Nesse contexto, a melhor afinidade do Diane 35 e do Mesigyna pelos copolimeros L64

e L35, respectivamente, estd relacionada com a menor afinidade por 4gua dos hormonios AC
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(log Kow = 3,81) e VE (log Ko = 6,41), e do maior grau de hidrofobicidade desses polimeros
em relacdo ao PEO 1500.

Sendo assim, o SAB composto pelo polimero PEO 1500 foi escolhido para seguir os
estudos com os medicamentos Ciclo 21 e Minesse. Ja, para os demais estudos com o Diane 35

e Mesigyna foram aplicados os copolimeros L64 e L35, respectivamente.

Apesar da particao dos analitos ser bastante influenciada pela natureza do polimero, esse
ndo ¢ o Unico parametro importante para aprimorar a metodologia. Por se tratar de moléculas
organicas polares, a particdo para a FS do sistema também pode ser influenciada pelo pH do

meio e pelo eletrélito presente na FI.

3.3.1.2 Influéncia do eletrolito formador do SAB

O efeito do eletrdlito na parti¢do dos hormonios no SAB foi avaliado utilizando os
seguintes sais na composicdo da FI: Na;SO4, Na3Ce¢Hs07:2H>0, NaxCsHsO6.2H20,
MgSO4 7H2O e LixSO4H2O e pH 5,00. Nesse ensaio foram utilizados os polimeros
selecionados anteriormente. Além disso, valores de CLA semelhantes foram aplicados para os
diferentes sistemas, visando manter a magnitude das diferencas das propriedades
termodindmicas intensivas das FS e FI do sistema, avaliando apenas a natureza do sal formador
do sistema. Os valores de K obtidos ap6s a parti¢ao dos fArmacos nos diferentes sistemas estdao

apresentados na Figura 3.5.
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Figura 3.5. Efeito da natureza do eletrdlito formador do SAB na particdo dos farmacos: A)
Minesse e Ciclo 21 (PEO + sal + H,O); B) Diane 35 (L64 + sal + H,O) e Mesigyna (L35 + sal
+ H,0).
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O efeito do eletrolito formador do SAB mostrou ser significativo na parti¢do dos
horménios. O sal sulfato de sédio (NaxSOs4) foi o eletrélito que mais favoreceu a particdo dos
farmacos Minesse e Ciclo 21 preferencialmente para a fase superior do sistema. Por outro lado,
os hormonios presentes no Diane 35 apresentaram maior parti¢do para a FS na presenca do sal
sulfato de magnésio (MgSO47H>0), com um K igual a (899 + 41). No caso do farmaco
Mesigyna, a particao dos hormonios foi aumentada significativamente com o sal sulfato de litio

(Li2S04.H,0), alcangando um valor de K igual a (4x10° £ 6x10%).

Diante desses resultados, pode-se observar que o anion sulfato apresentou significativa
influéncia na particdo dos analitos, visto que seus sais correspondentes proporcionaram uma
maior particio de todos os hormdnios para a FS. Esse resultado estd de acordo com o
apresentado na literatura, na qual cita a formacdo de SAB com sais de sulfato, mesmo que em
condi¢do diferente, sem perda de eficiéncia na particdo de moléculas organicas (Li N. et al.,
2015). Além do mais, o efeito causado pelo anion sulfato pode ter ocorrido devido ao fendomeno
“salting-out”, visto que esse anion possui uma alta capacidade de estruturar as moléculas de
agua no sistema, deixando os anions fortemente hidratados (Rogers R. D. et al., 1996). A
consequéncia disso ¢ que as fases superior e inferior do sistema se tornam mais diferentes, o
que intensifica a interagdo dos hormdnios com a fase pela qual tem maior afinidade, que neste

caso € a FS.

Além disso, percebe-se que os cations (Li*, Na™ e Mg™?) dos sais de sulfato também

influenciaram a distribui¢do dos diferentes hormdnios entre as fases do sistema. O modo exato
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como ocorre essa interferéncia na particdo ainda ndo ¢ claro, porém existe uma discussao na
literatura relacionada a possiveis formagoes de pseudopolications no sistema (Silva L. H. M.
D. e Loh W., 2000). Essa espécie ¢ um agregado constituido de molécula de polimero solvatada
pelos ions formadores do sistema, a qual pode apresentar diferentes densidades de carga,

dependendo do sal presente.

Nessa linha de raciocinio, sabendo que um mesmo sistema formado por PEO 1500 +
Na>SO4 + H>O obteve uma melhor parti¢ao dos hormonios presentes no Minesse ¢ Ciclo 21,
pode-se supor que esse polimero forma espécies de pseudopolications com o cation Na™ que
favorecem sua parti¢ao para a FS. Do mesmo modo, os outros polimeros (L64 e L35) formam
espécies com os cations Mg?" e Li* que favorecem a parti¢io dos analitos contidos nos firmacos

Diane 35 e Mesigyna, respectivamente.

3.3.1.3 Efeito do pH na particio de horménios em SAB

A Figura 3.6 ilustra a influéncia do pH na particio de hormonios em SAB compostos
por: PEO 1500 + NaxSO4 + H20 (Ciclo 21 e Minesse), L35 + Li2SO4 + H O (Mesigyna) e L64
+ MgSO4 + HO (Diane 35). Os diferentes valores de pH do meio interferiram

consideravelmente na parti¢ao dos diferentes hormonios em SAB.

Figura 3.6. Efeito da influéncia do pH (3,00; 5,00; 7,00; 9,00; 11,00) do meio na particao dos
horménios EE2, LV, AC, GD e VE componentes dos medicamentos: A) Ciclo 21 e Minesse;
B) Diane 35 e Mesigyna.
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Os hormonios EE2 e LV contidos nas pilulas anticoncepcionais do Ciclo 21 foram mais
bem particionados em pH 3,00 (K = 164 £+ 5), porém apresentou valor alto de K também em pH
11,0 (K =107 £ 1). Em pH 3,00 ambos os hormonios se encontram na sua forma neutra, de
acordo com os respectivos pK, (10,5 € 19,3, respectivamente), o que facilita a interagdo com as
macromoléculas de polimero. Conforme o pH do meio vai aumentando, maior quantidade de
moléculas de EE2 se encontram desprotonadas em solu¢do, o que proporciona um aumento na
afinidade pela fase rica em sal, prejudicando entdo a particdo para a FS. Entretanto, esse
comportamento muda em pH 11,0 provavelmente devido a maior quantidade de moléculas de
EE2 disponiveis na forma iénica (pK., = 10,5), as quais causam a saturacao da FI do sistema e
comegam a ser particionadas para a FS. Assim como a parte organica do polimero atrai de forma
mais efetiva a parte organica dos analitos através de forcas de London, a qual ¢ caracteristica

de interagdes entre moléculas organicas (Mantri R. V. et al., 2017).

Nesse mesmo sistema, a partigdo dos hormonios GD (pK. = 2,02) e EE2 (pK. = 10.,5)
componentes do medicamento Minesse para a FS do SAB tornou-se mais eficiente com o
aumentou do pH do meio, sendo que o maior coeficiente de parti¢ao foi obtido em pH 11,0 (K
= 108 = 19). Tanto o Ciclo 21 quanto o Minesse possuem o EE2 em sua composi¢do, nesse
sentido, a diferenca no desempenho de particdo observado pode ser relacionada com a presenca
do GD. Além disso, o K encontrado para o Minesse em pH 11,0 ¢ similar ao do Ciclo 21 neste
mesmo pH, indicando que nessa condi¢do ocorre uma saturagdo da FI, seguida da particao das

moléculas desprotonadas restantes de hormonio para a FS, conforme discutido anteriormente.

No caso dos farmacos presentes no Diane 35 (AC + EE2) e Mesigyna (VE), os maiores
coeficientes de parti¢do foram obtidos em pH 5,00, sendo eles iguais a (899 + 41) e (4x10° +
6x10%), respectivamente. Nos demais valores de pH estudados nio houve uma grande
influéncia na particao dos hormodnios avaliados para a FS do sistema. Esse resultado ndo permite
uma explicacdo baseada somente nas informagdes presentes, como as moléculas envolvidas no

sistema e o valor de pH usado nos estudos.

O SAB pode ser considerado um sistema de extracdo complexo diante das diversas
variaveis que o influencia, como polimero, sal, pH, temperatura, dentre outros. Nessas
circunstancias, cada analito se comporta de forma tinica no sistema. Assim, mais estudos a fim
de compreender os possiveis comportamentos apresentados pelos diversos analitos devem ser

realizados.
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3.3.14 Influéncia do comprimento da linha de amarracéo

O comprimento da linha de amarragao (CLA) é um pardmetro importante a ser estudado,
uma vez que € uma variavel que normalmente influencia na distribui¢ao do soluto entre as fases
do sistema (De Lemos L. R. ef al., 2013). Diante disso, diferentes CLAs foram avaliados para
os sistemas de cada um dos medicamentos, nas condigdes anteriormente estabelecidas. Através
dos diagramas de fases previamente relatados na literatura (Tabela 3.2) foram obtidos os niveis
a serem estudados, os quais foram: 43,77; 45,87; 50,52; 56,60; 62,53% m/m em SAB formado
por L35 + Li,SO4 + H>0, 26,76; 40,73; 46,31; 50,31; 53,83% m/m em SAB formado por L64
+ MgSO4 + H2O e 32,51; 35,95; 40,10; 46,97; 50,88% m/m em SAB formado por PEO1500 +
NaxS04 + H20. Os resultados obtidos sdo mostrados no grafico da Figura 3.7. Nota-se que
houve uma grande influéncia na particdo de todos os hormonios com a variagdo do CLA do

sistema.
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Figura 3.7. Efeito dos cinco comprimentos das linhas de amarracdo nas composig¢des de SAB
otimizadas no processo de partigdo dos hormodnios presentes nos medicamentos: A) L64 +
MgSO4 + H,O: Diane 35; B) PEO1500 + Na>SO4 + H20: Minesse e Ciclo 21; C) L35 + Li,SO4
+ H,O: Mesigyna.
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De acordo com a Figura 3.7A, a maior particdo dos hormonios contidos no Diane 35
(AC e EE2) ocorreu no sistema com um CLA igual a 46,31% m/m, alcan¢ando um valor de K
igual a (899 + 41). No caso dos farmacos Minesse e Ciclo 21, os quais sdo particionados em
um sistema de mesmos componentes, o K variou de forma diferente. Os hormdnios do Ciclo 21
permaneceram preferencialmente na FS ao usar a quarta LA (CLA = 46,97% m/m),
apresentando um valor de K igual a (164 £ 5). J4, o Minesse foi mais bem particionado para a
FS pelo sistema de CLA igual a 32,51% m/m. A particdo dos hormdnios do Mesigyna foi
extraordinariamente aumentada ao aplicar o sistema no CLA igual a 45,87% m/m, obtendo um

valor de K igual a (4x10° £ 6x10°).

A diferenca na particdo dos hormonios componentes dos farmacos Minesse e Ciclo 21

em um sistema com componentes iguais, mas em meio com diferentes valores de pH, pode ser
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atribuida a presencga de diferentes quantidades de moléculas ionizadas. Como ja discutido, em
pH = 11,00 as moléculas de EE2 contidas no Minesse se encontram mais ionizadas, assim, o
sistema em menor CLA se torna a condigao em que a parti¢do para a FS ¢ favorecida visto que
a diferenca das fases ¢ menor. Além disso, a tensdo superficial entre as fases ¢ minima em
menores CLAs, beneficiando a transferéncia dos analitos entre as fases. Baseado nesse
resultado, a maior hidrofobicidade do GD (componente do Minesse) em relagdo ao LV
(componente do Ciclo 21) mostrou nao ser a principal caracteristica que causa as mudangas dos
valores de K nos diferentes CLAs. No caso do Ciclo 21, a interagao do LV com o polimero em
maior CLA ¢ favorecida energeticamente devido a presenga de moléculas neutras em pH =
3,00, as quais sdo mais bem particionadas com o aumento dos sitios ativos proporcionado pela
maior diferenca das fases do sistema.

A diminui¢do da partigdo dos hormodnios componentes do Diane 35 (EE2 ¢ AC)
observado apds o CLA =46,31% m/m deve ser atribuida ao aumento na viscosidade do sistema,
o que dificulta a transferéncia dos analitos entre as fases. O mesmo ocorre com a particdo do

VE contido no Mesigyna, que ¢ prejudicada a partir do CLA = 45,87% m/m.

Assim, nas determinadas composi¢des, pH e condi¢des de trabalho em que o CLA era
igual a 46,31% m/m para o Diane 35; 46,97% m/m para o Ciclo 21; 32,51% m/m para o Minesse

e 45,87% m/m para o Mesigyna foi possivel obter uma melhor condi¢@o de particdo no SAB.

3.3.1.5 Efeito da temperatura do sistema

Cada sistema estudado possui diferentes valores de temperaturas possiveis para sua
aplicacdo, as quais podem ser encontradas em diagramas de fases na literatura (Da Silva M. D.
H. et al., 2006; Martins J. P. et al., 2008; Rodrigues G. D. et al., 2009). Portanto, a temperatura
mostra ser uma variavel importante para o sistema e, por isso, foi avaliada na particdo dos
analitos. As temperaturas que formam os diagramas dos diferentes sistemas otimizados para
cada medicamento sdo: 5,00, 15,0 e 25,0 °C para o SAB composto por L64 + MgSO4 + H>O;
5,00, 25,0 ¢ 40,0 °C para o SAB formado por PEO 1500 + Na>SO4 + H>0 e 25,0 e 40,0 °C para
o sistema L35 + Li2SO4 + H>O. O efeito na particdo dos analitos causados pela variagdo desse

parametro ¢ mostrado na Figura 3.8.
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Figura 3.8. Influéncia da temperatura do sistema na particdo dos hormodnios contidos nos

medicamentos: A) Diane 35; B) Ciclo 21 e Minesse; C) Mesigyna.
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Os maiores valores de K para os hormdnios contidos nos firmacos Diane 35 (EE2 e
AC), Ciclo21 (LV e EE2) e Mesigyna (VE) foram obtidos a 25,0 °C, sendo iguais a (899 £ 41),
(164 £ 5) e (4x10° + 6x10%), respectivamente. Ja os hormdnios constituintes do Minesse (GD e
EE2) foram mais bem particionados para a FS em 40 °C, apresentando um K igual a (2x10° +
11).

A maior particdo dos hormonios constituintes dos medicamentos Diane 35 e Minesse,
observada ao aumentar a temperatura do sistema, sugere que o processo de particdo no SAB,
sob estas condigdes, ¢ endotérmico. Ao invés disso, os hormonios do Mesigyna foram mais
bem particionados para a FS em menor temperatura, o que infere que, nessas condicdes, o
processo ¢ exotérmico. Como o Ciclo 21 permaneceu na FS em condi¢do intermediaria de
temperatura, estudos adicionais a fim de conhecer a espontaneidade do processo de parti¢cao sao

necessarios.
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3.3.1.6 Parametros termodinimicos

Parametros termodindmicos (A, G, A H e ALS) da particdo dos hormonios de cada
farmaco foram calculados baseados nos valores de K obtidos no estudo da temperatura. Todos
os calculos foram realizados aplicando as equagdes 3.2, 3.3 e 3.4, conforme mencionado na
secdo 3.3.5. As temperaturas aplicadas para este estudo foram as anteriormente utilizadas para
determinagdo dos diagramas de fases dos SABs aplicados. A Tabela 3.6 sumariza os valores

calculados de todas as variaveis analisadas.

Tabela 3.6. Valores calculados dos pardmetros termodindmicos (A G, A H e ApS) determinados no

processo de parti¢do dos hormdnios empregando SAB.

Temperatura  Coeficiente de AG AH AS
(K) particao (K) (kJ/mol) (KJ/mol) (KJ/mol)
278,15 2273 -225,6 168,7
Diane 35
288,15 187,5 -652,7 466,91.10° 164,3
(EE2 e AC)
298,15 899,1 -1413 161,3
278,15 6,676 -78,92 401,0
Minesse
298,15 13,65 -5433 111,47.10° 375,7
(EE2 e GD)
313,15 2093 -2542 364,1
278,15 11,93 -103,0 380,1
Ciclo 21
298,15 164,0 -1060 105,61.10° 357,8
(EE2 e LV)
313,15 138,9 -1640 3425
Mesigyna 298,15 3,703.10° -2665 -889.3
-267,83.10°
(VE) 313,15 100,2 -1532 -850,3

Como pode ser observado, os valores encontrados para a A, H partindo da aproximagdo
de Van't Hoff sdo positivos para a particdo dos hormonios do Diane 35, Minesse e Ciclo 21,
mostrando que o processo € endotérmico. Ao contrario, o processo de particdo dos hormdnios
do Mesigyna € exotérmico (ApH < 0). Esse resultado concorda com o resultado observado da
menor parti¢do obtida com o aumento da temperatura do sistema, para o Mesigyna.

Todos os valores calculados de A,G para as diferentes temperaturas avaliadas foram

negativos, confirmando a espontaneidade do processo de particdo de todos os hormonios para
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a FS do sistema. Além disso, quanto mais negativo € o valor de A, G (maior espontaneidade),
maior € a particdo dos hormonios para a FS do sistema e maior ¢ o valor de K, o que estd de
acordo com o comportamento observado dos analitos no SAB.

Por fim, os valores de A,S positivos encontrados para o Diane 35, Minesse e Ciclo 21
mostram que o processo também ¢ entropicamente favoravel. Entretanto, os valores de ApS

negativos para o Mesigyna indicam que houve uma diminui¢do na entropia do sistema durante

a sua parti¢ao para a FS.

Portanto, o processo de particdo dos hormdnios EE2, LV, GD e AC, referentes aos
farmacos Diane 35, Minesse e Ciclo 21, ¢ considerado entropicamente favoravel, devido a

ter ApS > 0 e A H > 0. Diferentemente, a particdo do analito VE (Mesigyna) para a FS ¢

considerada entalpicamente dirigida, pois A,S <0 e A H <0.

3.3.1.7 Efeito da razao das massas das fases

A influéncia da razdo das massas das fases permite avaliar a possiblidade de pré-
concentragdo dos analitos em SAB, o que pode auxiliar na posterior aplicagdo do sistema para
analise de amostras de 4guas ambientais. Sabendo disso, esse parametro foi estudado aplicando
as razoes massicas (mr/mrs) entre as fases de 1/1, 2/1, 3/1, 4/1 e 5/1. O aumento da massa da
FI em relacao a FS foi aplicado justamente para conseguir manter uma alta eficiéncia de
extracdo em conjunto com uma pré-concentragdo dos analitos, a fim de ter uma maior
sensibilidade do método visando uma posterior validagao de um método com alta sensibilidade.

O grafico da Figura 3.9 relaciona os valores de K com as diferentes razdoes massicas
testadas para cada farmaco estudado, nos respectivos sistemas otimizados. Verifica-se que a
particdo em SAB de todos os hormonios foi afetada de forma diferente com a variagdo das

massas das fases.
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Figura 3.9. Influéncia da razdo das massas das FS e FI (mry/mrs = 1/1, 2/1, 3/1, 4/1 e 5/1) na parti¢do

dos hormonios contidos nos medicamentos: A) Diane 35 e Mesigyna; B) Ciclo 21 e Minesse.
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De acordo com a Figura 3.9A, os hormodnios contidos no Diane 35 foram mais bem
particionados para a FS quando a razdo de massas foi de 5/1 (K = 655 £ 6), em contrapartida, o
sinal da FS foi maior na razio massica de 3/1 para o Mesigyna (K = 9x10° £ 40). O Ciclo 21 e
0 Minesse permaneceram em maior quantidade na FS nas condi¢des de mry/mrs de 4/1 (K =
38,8 £0,7) e 2/1 (K =300 * 12), respectivamente, conforme visualizado na Figura 2.9B.

Com esse resultado, percebe-se que para todos os analitos, o aumento da massa da fase
inferior em relacdo a fase superior favoreceu a maior particdo dos hormodnios para a FS até um
valor maximo. Esse efeito pode ter ocorrido devido a maior interacdo dos analitos com o
polimero até atingir a saturagdo da FS. Nesse momento, diferentes niveis de pré-concentragao
dos analitos na FS sdo alcancados. Como resultado, a aplicagdo da metodologia para analise de
compostos em baixas concentragdes se torna mais favoravel devido ao aumento na
sensibilidade.

O decaimento bruto dos resultados da particdo dos analitos a partir de um determinado
valor pode ser explicado devido a pequenas variagdes nas propriedades termodindmicas do SAB
comumente causam mudangas bruscas (da Silva L. H. M. et al., 2006). Em 1929, Ostwald e
Hertel verificaram que pequenas mudancas nas caracteristicas dos amidos que estava utilizando
produziam diferentes diagrama de fases, o que mostrava que pequenas variagdes nas interagdes
intermoleculares tinham significativa influéncia sobre a composicao das fases em equilibrio

(Ostwald W. e Hertel R. H., 1929).
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Sendo assim, as razdes massicas que obtiveram maior valor de K para os diferentes
analitos foram utilizadas para os demais estudos. A Tabela 3.7 sumariza todos os parametros

otimizados para cada um dos farmacos no SAB.

Tabela 3.7. Parametros otimizados no estudo de partigdo em SAB dos hormdnios EE2, GD, LV, AC e

VE contidos nos farmacos estudados.

CLA Temperatura
Farmacos Polimero Sal pH mpr/Mgs
(% m/m) (K)
Diane 35 Lo4 MgSOs 5,00 46,31 273,15 51
Minesse PEO 1500  Na,SO4 11,00 32,51 313,15 2/1
Ciclo 21 PEO 1500 Na,SOs 3,00 46,97 273,15 4/1
Mesigyna L35 LixSOs 5,00 45,87 273,15 3/1

Apesar de todas as condi¢cdes de particio dos hormdnios em SAB terem sido
determinadas, a possivel existéncia de interagdes entre as variaveis ainda nao ¢ conhecida. A
fim de compreender melhor o comportamento de particio dos hormdnios em SAB um

planejamento experimental foi realizado.

3.3.1.8 Planejamento experimental

O planejamento de experimentos ja vem sendo utilizado para otimiza¢do do SAB para
andlise de outros analitos, como proteases e anion perrenato (Muruchi L. et al., 2008).
Entretanto, o efeito das possiveis interacdes das varidveis do SAB na parti¢do de hormonios
para a FS do sistema ainda ndo ¢ conhecido. Sabendo disso, uma otimizagdo multivariada foi
realizada para um dos farmacos estudados (Ciclo 21) com o objetivo de descobrir a existéncia
de interferéncias entre os parametros do SAB na parti¢do dos hormoénios LV e EE2 para a FS.
Esse medicamento foi o aplicado nesse estudo para melhorar a particdo dos analitos, visto que,

apresentou menores respostas comparado aos demais fairmacos estudados.

Primeiramente, um planejamento fatorial fracionario 2%! com resolugio VI foi realizado
visando a triagem das varaveis mais importantes para a particdo dos hormonios. Nesse estudo
foram avaliadas as seguintes variaveis: polimero e eletrolito formadores do SAB, CLA, pH,

razao entre as massas de fase (mrymgs) € temperatura. Os niveis trabalhados foram definidos de
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acordo com os melhores resultados de cada estudo de otimizagdo realizado anteriormente para

este farmaco.

Como constituinte da FS foram avaliados o copolimero tribloco L35 (nivel +1) e o
polimero PEO 1500 (nivel -1), visto que possuem solubilidades diferentes e podem afetar na
particao dos analitos em SAB. Além disso, os sais sulfato de sddio (nivel -1) e citrato de sddio
(nivel +1) foram aplicados por possuirem diferentes anions. Para o CLA, o nivel —1 foi
determinado para os menores valores relacionados a cada condigdo de SAB aplicada, ja os
nimeros maiores foram denominados como nivel +1. Os niveis aplicados para as demais
variaveis foram os seguintes: pH = 3 (nivel -1) e 7 (nivel +1); mpymes = 2/1 (nivel -1) e 5/1
(nivel +1); temperaturas = 25 °C (nivel -1) e 40 °C (nivel +1). Apos definidas as variaveis, um
total de 32 experimentos foram realizados de forma aleatoria e a resposta foi obtida em termos
da absorbancia da FS do SAB. As condi¢des aplicadas para todos os experimentos realizados

estdo sumarizadas na Tabela 3.8.
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Tabela 3.8. Condi¢des avaliadas e respostas obtidas pelo planejamento fracionario 2! para partigdo

dos hormoénios contidos no Ciclo 21 em sistemas aquosos bifésicos.

Razao das
Polimero Eletrdlito LA pH  massas de fase Temperatura Absorbancia
(% m/m) (meymes) °C)
PEO1500 NaSO4 35,95 3 2/1 25 0,5810
L35 NaSO4 51,74 3 2/1 40 1,3162
PEO1500 Nas;CsHs07 36,54 3 2/1 40 1,1017
L35 Na3CeHs07 42,16 3 2/1 25 1,2005
PEO1500 NaSO4 50,88 3 2/1 40 1,4666
L35 NaSO4 64,06 3 2/1 25 1,2209
PEO1500 Na;CsHs07 53,84 3 2/1 25 0,9701
L35 Na3CeHs0; 59,48 3 2/1 40 1,3721
PEO1500 NaSO4 35,95 7 2/1 40 1,2351
L35 NaSO4 51,74 7 2/1 25 1,0400
PEO1500 Na3;CsHs0- 36,54 7 2/1 25 0,4808
L35 Na3CeHs07 42,16 7 2/1 40 1,8549
PEO1500 NaSO4 50,88 7 2/1 25 0,9402
L35 NaSO4 64,06 7 2/1 40 1,3779
PEO1500 Na;CsHs0O 53,84 7 2/1 40 1,4776
L35 Na3;CsHs07 59,48 7 2/1 25 0,8299
PEO1500 NaSO4 35,95 3 5/1 40 1,4445
L35 NaSO4 51,74 3 5/1 25 1,1007
PEO1500 Na3zCeHs0O7 36,54 3 5/1 25 0,5703
L35 Na3CeHs07 42,16 3 5/1 40 2,1725
PEO1500 NaSO4 50,88 3 5/1 25 0,9509
L35 NaSO4 64,06 3 5/1 40 1,2630
PEO1500 Na3;CsHs07 53,84 3 5/1 40 1,4774
L35 Na3CeHs07 59,48 3 5/1 25 1,0806
PEO1500 NaSO4 35,95 7 5/1 25 0,5201
L35 NaSO4 51,74 7 5/1 40 1,1960
PEO1500 Na3;CsHs507 36,54 7 5/1 40 0,9648
L35 Na3CeHs07 42,16 7 5/1 25 1,0897
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PEO1500 NaSO; 50,88 7 5/1 40 1,4208
L35 NaSO, 64,06 7 5/1 25 1,7311
PEO1500 Na3CeHsO 53,84 7 5/1 25 0,9106
L35 Na;CsHs0 59,48 7 5/1 40 1,6262

A significancia das variaveis na partigdo dos hormonios para a FS do sistema e as
interagdes principais sao mostradas no grafico de distribui¢ao normal (Figura 3.10). Como a
resolugdo do planejamento ¢ VI, ndo hd perda de informagdo em relagdo as interagdes de

primeira, segunda e terceira ordem.

Figura 3.10. Distribui¢do normal (Z) dos efeitos positivos (®) e negativos (@) das variaveis na parti¢ao
dos horménios EE2 e LV em SAB, via planejamento fatorial 2! (A: polimero; B: eletrélito; C: CLA;

D: pH; E: razdo entre massas de fase; F: temperatura).
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De acordo com o resultado, os efeitos de maior significancia foram A (polimero), C
(CLA) e F (temperatura), os quais apresentaram um efeito positivo na particdo dos hormonios
avaliados. Entdo, a aplicacdo do polimero L35 na quinta LA e na temperatura de 313,15 K
proporciona melhores respostas para a particdo dos hormonios para a FS. Além disso, as
interacdes de segunda ordem AC (polimero-CLA) e BF (eletrolito-temperatura) também
tiveram uma influéncia na resposta.

No geral, tanto o polimero formador do SAB quanto a temperatura de trabalho e a linha
de amarragao sdo parametros considerados importantes para o entendimento do mecanismo da
separacdo de fase (Carvalho R. D. et al., 2019). Assis e colaboradores reportaram mudangas na

particdo de farmacos devido a variagcdes de polimero, eletrdlito e temperatura, visto que o
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processo de parti¢do dos analitos ocorre de forma endotérmica ou exotérmica (Assis R. C. et

al., 2020).

Nas melhores condi¢des indicadas pela andlise dos efeitos, as respostas obtidas para a
aplicagdo do sulfato de sédio e citrato de s6dio ndo diferiram consideravelmente. Com isso, foi
decidido trabalhar com o SAB composto pelo sal sulfato de sodio em pH 3,00 e na razdo das
massas de 5/1 no planejamento fatorial completo 2°. Essa condi¢do foi escolhida levando em

considerac¢ao a facilidade de obtencao do sal ¢ seu menor custo.

Sabendo dos efeitos nao significativos das demais varidveis estudadas, qualquer um dos
niveis (+ ou -) podem ser aplicados na continuagdo do trabalho. O menor pH (pH 3,00) foi
estabelecido por ser a condicdo mais proxima das matrizes aquosas ambientais, as quais
possuem em sua constitui¢do muitos compostos acidos. Objetivando uma pré-concentragdo dos

hormdnios na FS, a razdo das massas de fase aplicada foi a de 5/1.

Apos a obtengio desse resultado preliminar, um planejamento fatorial completo 2° com
replicadas (16 experimentos) foi realizado, levando em consideracdo apenas as trés variaveis
independentes de primeira ordem importantes para o processo de particdo (temperatura,
polimero e CLA). A distribuicdo normal dos efeitos mostrada na Figura 3.11, explicita os
efeitos positivos e negativos das variaveis bem como suas interagdes de primeira, segunda e

terceira ordens.

Figura 3.11. Distribuigdo normal (Z) dos efeitos negativos (@) e positivos (@) das variaveis
independentes na parti¢do dos horméonios EE2 e LV, via planejamento fatorial 2* em duplicata

(A: polimero; B: CLA; C: temperatura).
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Analisando a Figura 3.11, um efeito significativo do polimero e CLA na absorbancia da
FS foi observado, assim como os efeitos de segunda ordem BC (CLA-temperatura) e AC
(polimero-temperatura). Sendo assim, a variavel temperatura mostrou nao ser significativa
individualmente para o sistema, porém, interage significativamente com as outras variaveis
(polimero e CLA), causando mudangas no sistema de forma indireta. Essas interagdes ocorrem
provavelmente devido as mudancas de conformacao dos polimeros de formas individuais com
a temperatura e a variagao nas diferencas de fases do SAB causada pelos diferentes CLAs nas

temperaturas estudadas (Vieira A. W. et al., 2019).

Tendo como base esses resultados, foi obtida a seguinte equacdo matematica: Y = 1,46
+ 0,208 X; + 0,0375 X2 — 0,0604 X;X3 — 0,0581 X»X3. A qualidade do ajuste do modelo
proposto foi analisada pela andlise das varidncias (ANOVA). A Tabela 3.9 resume a
significancia da regressdo, residuos, falta de ajuste e erro puro. Para isso, foram aplicados
numero de experimentos totais (n) igual a 16, nimero de experimentos diferentes (m) igual a 8
e quantidade de parametros (p) 5. O teste F' a 95% de confianca mostrou que a regressao foi
significativa e ndo apresentou falta de ajuste. Os resultados levaram a uma regressido
significativa e coeficiente de determinagdo aceitavel (0,83). Assim, os resultados da ANOVA

evidenciaram que o modelo quadratico ajustado para as respostas do processo foi satisfatorio.

Tabela 3.9. Analise de variancias do modelo matematico proposto.

SQ! GL? GL? MQ3
Regressiao 0,827468 p-1 4 0,206867
Residuos 0,035228 n-p 11 0,003203
Falta de ajuste 0,005049 m-p 3 0,001683
Erro Puro 0,030179 n-m 8 0,003772
Total 0,862696 n-1 15
%var. explicada 0,959165

'SQ ¢ a soma quadratica. ?GL ¢é o grau de liberdade. *MQ é o Minimo quadrado.

Analisando a equagdo, € observado que a natureza do polimero e a LA tem um efeito
positivo na extracao do analito para a FS. Além do mais, as interagdes observadas mostraram

ter um efeito negativo sob a resposta.



75

A Figura 3.12 mostra dois graficos de superficies de resposta para a absorbancia dos
analitos na FS das condic¢des analisadas dos SAB em fungdo da temperatura (25 ¢ 40 °C) e da
linha de amarracdo 2 e 5, referentes aos CLAs iguais a 35,95 e 50,89 % m/m no sistema formado
por PEO 1500 e 51,74 e 64,06% m/m no SAB formado por L35 em pH = 3,00. Considerando
o polimero como variavel categorica, a Figura 3.12A refere-se aos resultados obtidos com o

polimero PEO 1500 e a Figura 3.12B com o copolimero L35.

Figura 3.12. Superficie de resposta do planejamento 2* com replicatas de extragdo de EE2 ¢ LV na FS
de SAB composto de (A) PEO1500 ou (B) L35 + Na,SO4+ H>O em fung@o da temperatura e linha de

amarragdo, em pH = 3,00.

Analisando as superficies de resposta obtidas, observa-se que, independentemente da
temperatura, a aplicacdo do polimero L35 se mostrou mais vantajosa para o aumento da
absorbancia na fase superior do SAB, o que indica uma maior parti¢do dos hormdnios. Além
disso, a interagdo da temperatura com as demais varaveis foi negativa, tendo em vista que

diminuiu a absorbancia da FS.

Em menor temperatura, o polimero PEO 1500 se torna mais hidrofobico, o que favorece
a parti¢ao do analito para a FS na LA maior, na qual ha maior diferenga entre as fases do SAB.
Em contrapartida, o copolimero L35 apresenta poucas mudancas de conformagdo em
temperatura mais baixa, o que provavelmente favorece a interagdo com os analitos. Além disso,
a maior diferen¢a das fases na quinta LA contribuiu para a melhor intera¢cdo dos hormonios

com a fase rica em polimero, apresentando uma maior extracao.
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Com base nesses resultados, a condicdo em que uma maior resposta foi determinada foi:

L35 + NaxSO4+ H20, no LA 5 (CLA = 64,06% m/m) em pH 3,00 e temperatura de 25 °C.

Os efeitos do polimero e do CLA sempre sdo considerados nos estudos de parti¢ao de
analitos em sistemas aquosos bifasicos. No entanto, pela primeira vez foi possivel observar o
efeito de interacdo de segunda ordem significativo entre a temperatura e essas duas variaveis
na particdo de hormonios. Sendo assim, essa ferramenta de analise mostra ser vantajosa no

entendimento do efeito das variaveis no processo de particao, como um todo.

3.3.1.9 Estudo da condicdo intermediaria para particio da mistura de

hormonios

O desenvolvimento de um método de analise rapido e eficiente requer um preparo de
amostra simples. Visando a simplificacdo da aplicacdo do SAB, primeiramente foi determinada
uma condi¢do 6tima comum dentre as anteriormente otimizadas de modo univariado para a
particdo dos hormdnios. Para isso, experimentos aplicando as condi¢des otimizadas foram

realizados novamente para todos os farmacos.

Nessa etapa, as condi¢des otimas para o Diane 35 (L64 + MgSO4 +H>0 em pH 5,00;
LA 3 - CLA =46,31% m/m; temperatura de 25 °C; razao de massas de fases de 5/1) e para o
Ciclo 21 (PEO 1500 + Na>SO4 + H20 em pH 3,00; LA 4 - CLA = 46,97% m/m; temperatura
de 25 °C; razdo das massas de fases de 4/1) mostraram melhores resultados para particdo dos
hormdnios para a FS.

Posteriormente, a melhor condi¢@o de parti¢do dos hormdnios contidos no Ciclo 21 pela
otimizagdo multivariada (L35 + NaxSO4 + H2O em pH 3,00; LA 5 - CLA = 64,06% m/m;
temperatura de 25 °C) foi aplicada para os demais medicamentos. A fim de ndo perder
informacdes, a situacdo em que obteve o segundo maior valor de absorbancia na FS na andlise
multivariada (L35 + NaxSO4 + H2O em pH 3,00; LA 2 - CLA = 51,74% m/m; temperatura de
25 °C) também foi analisada.

A Figura 3.13 apresenta os resultados obtidos para todas as condi¢des aplicadas,
conforme mencionado anteriormente. Para comparacdo da eficiéncia dessas condigdes na
particdo dos analitos para a FS, os resultados obtidos na condi¢do otimizada individualmente

para os farmacos foram adicionados ao grafico.
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Figura 3.13. Estudo da condigdo intermediaria para partigdo dos hormodnios contidos nos

farmacos Ciclo 21, Minesse, Mesigyna e Diane 35.

I Condicio otima individual univariada

N ZAL64+MgSO,+H,0; LA 3
) PEO1500+Na,S0,+H,0; LA 4
E=JL35+Na,SO,+H,0; LA 2
(M L35+Na,S0,+H,0; LA 5
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O sistema formado por L35 + NaxSO4 + H>O, em pH = 3,00 ¢ CLA = 64,06% m/m foi
o sistema que melhor possibilitou a particdo dos farmacos Ciclo 21 e Minesse, porém
proporcionou a diminui¢do dos sinais obtidos pelo Mesigyna e Diane 35. Como nesta etapa do
trabalho a detectabilidade do método esta relacionada a absorbancia dos medicamentos, a
escolha do SAB compromisso para todos os hormonios foi condicionada ao melhor sistema
para o Ciclo 21 e o Minesse, que possuem menor sinal. Nessa condigdo, os valores obtidos do
sinal na FS para o Ciclo 21, Minesse, Mesigyna e Diane 35 foram iguais a (2,3 + 0,2), (1,29 £
0,08), (7 £ 9x10™) e (3,50 £ 0,08), respectivamente. Assim, essa condicdo foi utilizada para

todos os farmacos no estudo de parti¢ao aplicado em amostras reais.

3.3.1.10 Avaliaciao da particio em amostras de aguas

Os cinco farmacos aplicados como fonte dos hormoénios EE2, LV, GD, AC e VE foram
adicionados a amostras de 4guas coletadas de quatro fontes diferentes: dgua do sistema de
abastecimento publico, dgua superficial e dgua filtrada de uma ETA e agua proveniente de rio.
Essas amostras foram centrifugadas e fortificadas de modo que a concentracao do horménio em
menor quantidade fosse a mesma aplicada em todos os estudos (4,00 mg kg™'). Essa etapa de
fortificacdo foi realizada devido a baixa sensibilidade do equipamento (espectrofotometro UV-

Vis) utilizado. Além disso, as amostras analisadas previamente ndo apresentaram nenhum sinal
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analitico no equipamento. A Figura 3.14 mostra o efeito da particio dos hormoénios em

diferentes amostras ambientais.

Figura 3.14. Efeito das amostras de agua de torneira, de lagoa, de rio, agua filtrada de uma

ETA e em agua deionizada na permanéncia dos horménios na FS do SAB.

- Agua filtrada de ETA
Agua de lagoa
Agua de rio
Agua da torneira
(I Agua Deionizada

Absorbancia da FS

Minesse Diane 35 Ciclo21 Mesigyna

A extragdo dos hormonios constituintes dos medicamentos Ciclo 21 e Mesigyna
mostrou ser influenciada pelos constituintes das dguas de formas diferentes. No caso do Ciclo
21, apenas as amostras da agua da torneira e lagoa ndo interferiram no processo. Para o
Mesigyna, dentre as amostras, apenas a do rio doce permitiu a permanéncia dos analitos na FS
do sistema, mas em menores quantidades do que em agua deionizada. Esse resultado indica que
os constituintes dessa amostra tém maior potencial como interferentes na particdo dos
hormonios em SAB. Ao contrario, para os farmacos Minesse e Diane 35, a presenga das

diferentes amostras favoreceu a parti¢do dos hormonios para a FS do sistema.

Portanto, a composi¢ao das dguas mostrou influenciar na permanéncia dos hormonios
na FS do sistema. Como a maioria dos hormonios interagem com os constituintes das amostras
de modo a aumentar o sinal da FS, o emprego do SAB para determinagao desses contaminantes
emergentes em outras amostras de 4gua torna-se viavel, ja que mostrou possuir potencial como
técnica de extracdo nessas condi¢oes. Na literatura ainda ndo ha trabalhos aplicando SAB para
analise de hormodnios esteroides, mas os resultados prévios encontrados nesses trabalhos

agregam a esse processo de alta capacidade de aplicabilidade.
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34. Conclusao

Neste capitulo foram avaliadas, através da andlise por espectrometria de absorgao
molecular UV/Vis, diferentes variaveis para a otimiza¢ao do método de extracao dos hormoénios
EE2, GD, LV, AC e VE provenientes dos anticoncepcionais Minesse, Ciclo 21, Diane 35 e
Mesigyna aplicando os sistemas aquosos bifasicos. O SAB, além de ter baixo impacto
ambiental, se mostrou eficiente para analise de hormonios em amostras de 4guas ambientais,
haja vista os altos valores obtidos de parti¢ao e os maiores sinais de FS observados na presenga

de diferentes matrizes de agua.

A condi¢do determinada como 6tima para particdo dos hormodnios para a FS do sistema
foi obtida no SAB formado por L35 + Na>SO4 + H2O, em pH = 3,00; CLA = 64,06% m/m ¢
razdo entre as massas de fase de 5/1. Nessa condi¢do conseguiu-se uma pré-concentracio e
melhor particdo dos analitos. Além disso, 0o SAB mostrou ser uma técnica de preparo de amostra
eficiente na particdo de hormdnios mesmo quando aplicado em matrizes de 4gua complexas e

de diferentes origens.
Nessa perspectiva, a aplicagdo do SAB para analise de hormonios esteroides se torna
uma alternativa nova e ambientalmente segura, frente as outras utilizadas para esse fim que

requerem o uso de solventes, como a extracdo em fase sélida (SPE).
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CAPITULO 4. Validacido do método de extracao por sistemas aquosos bifasicos aplicado

a amoxicilina utilizando UPLC-MS/MS

4.1. Introducao

O uso indiscriminado de medicamentos no Brasil tem sido um ponto critico no aspecto
ambiental, dado que, no geral, o sistema de tratamento de a4gua e esgoto tem tido dificuldade de
suprir essa demanda visando a remoc¢ao desses agentes contaminantes do ambiente (Assis, R.
C., 2020; Huschek, G. et al., 2004, Anastopoulos 1. et al., 2020). Dentre as diversas classes
farmacéuticas, as principais encontradas no meio ambiente tem sido os antibioticos, anti-
inflamatorios, antitérmicos e analgésicos, tais como, amoxicilina, ibuprofeno, nimesulida,

amoxicilina e diclofenaco (Homem, V., 2014; Diaz-Bao M., 2015, Assis R. C., 2020).

Como ja mencionado, a presenga desses ativos nas matrizes aquosas tem causado, dentre
outras adversidades, o aumento na resisténcia bacteriana (Fabregat-Safont D. et al., 2021). Os
ativos potencialmente antibidticos presentes no ambiente causam um estresse na populagao
bacteriana, a qual reage tentando resistir e se adaptar ao novo meio através da alteracdo das
caracteristicas genéticas (Buelow, E. et al., 2021, Ma J. et al., 2022). Esse problema tem sido
tratado como uma causa sanitaria diante da influéncia direta na satde humana e de animais

(Homem V. et al., 2014).

Nesse contexto, a determinagdo e quantificagdo desses contaminantes nas matrizes
aquosas sao importantes e extremamente necessarios, uma vez que auxiliam no monitoramento

ambiental.

Diante dessa demanda, Assis e colaboradores desenvolveram um método de extracao
dos farmacos amoxicilina, ibuprofeno, paracetamol, ciprofloxacino e norfloxacino através da
aplicacdo de sistemas aquosos bifasicos. Resultados promissores com valores de coeficiente de
parti¢do (K) maiores que 1 foram obtidos para as amostras de agua potavel, dgua superficial e
agua filtrada proveniente do sistema de tratamento de dgua. Todos estes resultados foram

obtidos através da analise por espectrofotometro UV/Vis, sem a quantificagdo da amostra.

Com o objetivo de complementar esse estudo, a inclusdo de uma técnica de analise
adequada para a quantificacdo desses analitos em baixas concentragdes se torna primordial.
Esse contexto estimulou a elaboragdo desse capitulo, com enfoque na otimizacao e validagao

do método de andlise para a amoxicilina utilizando as técnicas analiticas de cromatografia
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liquida e espectrometria de massas hifenadas. O acoplamento dessas técnicas proporciona ao
método uma maior sensibilidade, colaborando para uma detec¢ao e quantificagdo assertiva para

o analito de interesse em matriz ambiental complexa.

4.1.1 Cromatografia liquida acoplada a espectrometro de massas sequencial na

determinacio de amoxicilina

O desenvolvimento de métodos sensiveis para a determinag¢do e quantificagdo da
amoxicilina em niveis de tracos (ng L™! ou pg L!) tem sido buscado, diante do potencial efeito
nocivo ao meio ambiente proporcionado pelo alto consumo desse antibidtico (Fabregat-Safont
et al., 2021). Diversos métodos para determinagdo desse analito em amostras ambientais tem
sido relatado na literatura, sendo que a maior parte deles utilizam a cromatografia liquida
acoplada ao detector de arranjos de diodos (LC-DAD) ou ao espectrometro de massas (LC-MS
ou LC-MS-MS) (Pingale S. G., 2012, Chen L. et al., 2019, Vooren S. V. et al., 2021). Dentre
essas, 0 HPLC-DAD constantemente apresenta coeluicdo entre analitos e constituintes da
matriz, requerendo um preparo de amostra mais requintado ou a aplicacdo de uma analise
multivariada capaz de identificar interferentes (Vosough M. et al, 2015). Técnicas
eletroquimicas também tem sido utilizada para andlise de amoxicilina, como a eletroforese
capilar (CE), porém a sua aplicacdo requer aparatos especificos de laboratorio e, algumas vezes,
a derivatizagdo da molécula ou a complexagdo da amoxicilina com metais (Pajchel G. ef al.,

2002; Hrioua A. et al., 2021).

Para a amoxicilina, o ion [M+H]" de relagdo massa-carga (m/z) de 366 ¢é utilizado como
precursor (Chen L., 2019, Diaz-Bao M., 2015). Cardoso e colaboradores desenvolveram um
método analitico para determinagdo de amoxicilina e cefalexina utilizando SPE para preparo da
amostra e cromatografia liquida de alta performance acoplado a espectrometria de massas
sequencial (HPLC-MS/MS). Para quantificar a amoxicilina, os autores utilizaram o modo de
monitoramento de multiplas reagdes (MRM) e a transicdo 366-114 m/z visto que apresentou
uma maior intensidade (Cardoso C. R. F., 2012). Outra transi¢do da amoxicilina que ocorre
com consideravel intensidade ¢ a 366-349 m/z, segundo Chen e colaboradores (Chen L., 2019).
A Figura 4.1 mostra os locais onde ocorrem as principais fragmentacdes da molécula de

amoxicilina para formar os ions supracitados
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Figura 4.1. Transicdes MRM da amoxicilina, sendo A) 366 — 114 m/z e B) 366 — 349 m/z.
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Como as transi¢des de cada molécula sdo individuais, essa técnica agrega ao método de
determinagdo e quantificagdo uma maior seletividade. Porém, ¢ importante que esse parametro
seja determinado através de um estudo que visa comprovar a confiabilidade dos resultados

gerados pelo modelo sugerido.

4.1.2 Validaciao de método

A etapa de validagdo do método ¢ essencial para garantir a confiabilidade dos resultados
obtidos e a sua realizacdo deve seguir alguns dos procedimentos preconizados por agéncias
governamentais relacionadas ao objetivo da andlise, tais como instituto nacional de metrologia
(INMETRO) e agéncia nacional de vigilancia sanitaria (ANVISA) (Souza, S. V. C., 2007).
Sendo que todos sugerem avaliagdes de parametros de desempenho como linearidade, faixa de

trabalho, seletividade, efeito de matriz, exatidao, precisao e limites de deteccao e quantificagao.

Através da avaliacdo da linearidade do método ¢ possivel determinar, neste caso, a
relagdo entre a resposta do detector e a concentracao do analito na amostra. Além disso, a faixa
linear de trabalho deve estar contida na faixa estudada, sendo que o seu limite inferior ¢
normalmente igual ao limite de detec¢do ou quantificacdo (De Souza, 2007). A seletividade
determina a capacidade do método de distinguir o analito de possiveis interferentes da matriz
ambiental, assim como o efeito de matriz avalia possiveis interagdes do analito com
componentes da matriz (Ribani, 2004). A exatiddao ¢ a concordancia entre a média dos
resultados e um valor de referéncia, expressando os erros sistemdticos. Por fim, a precisdo
avalia a proximidade entre resultados de ensaios independentes, tendo como resultado a

distribuicao de erros aleatérios do sistema de medigao (De Souza, 2007).
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A precisdo pode ser dividida em trés etapas, que sdo: repetitividade, precisdo
intermedidria e precisdo interlaboratorial. Porém, os mais frequentemente aplicados e sugeridos
pelos guias como INMETRO sao a repetitividade e precisao intermediaria. A ultima ndo ¢
obrigatoria de acordo com guias como INMETRO, mas pode ser realizada como forma de

refinamento do método (De Souza, 2007).
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4.2. Parte experimental

4.2.1. Instrumentacio

O ajuste de pH da 4gua deionizada utilizada para preparo das solucdes estoques do SAB
foi realizado em um pHmetro digital (Hanna Instruments, HI 2221). Para a preparagao das
solucdes foi utilizada uma balanga analitica (AUY 220, Shimadzu) com uma incerteza de +
0,0001 g. Para agilizar a separacao de fases foi utilizada uma centrifuga (Excelsa II, FANEN)
e o equilibrio termodindmico das amostras foi estabelecido através de um banho
ultratermostatico de incerteza + 0,1 °C (MA 184, Marconi). Além disso, um banho ultrassom

(Sanders medical) foi utilizado para auxiliar a limpeza de materiais plasticos e vidrarias.

As analises cromatograficas foram realizadas em um cromatdgrafo liquido de ultra
performance UPLC® Aquity H-Class (Waters). O sistema de deteccdo consistiu em um
espectrometro de massa A Xevo TQD (Waters) do tipo triplo quadrupolo com ionizagao por

eletronebulizagdo, no modo positivo.

4.2.2. Reagentes

O polimero utilizado para formacdo dos SABs foi o PEO1500 (formula molecular
HO(C2H40),H e MM = 1500 g mol™!) obtido da Vetec (Xerem Duque de Caxias, RJ, Brasil).
O sal aplicado foi o sulfato de magnésio (MgS0O4.7H20) fornecido pela Synth (Dadema, SP,
Brasil).

O padrao analitico de amoxicilina aplicado foi obtido da Sigma-Aldrich (Darmstadt,
Alemanha), com pureza de 900 pg mg™'. O solvente metanol (MeOH) foi obtido da J. T. Baker
(Center Valley, PA, EUA), com grau HPLC. O reagente para andlise (PA) 4cido formico foi
adquirido da Merck (Darmstadt, HE, Alemanha).

Todos os experimentos de extragdo foram realizados utilizando 4agua deionizada
(resistividade = 18,2 MQ.cm a 298,15 K) obtida do Ultrapore Water Simplicity UV (Millipore).
Para os ajustes de pH das solucdes foram utilizados acido sulfurico (H2SO4, 96,0%) da Merck

e hidroxido de sédio (NaOH, 99,0%), adquirido da Vetec.
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4.2.3. Composicio do SAB e procedimento de extracio

Os sistemas aquosos bifasicos utilizados neste estudo foram preparados segundo o
trabalho descrito por Assis e colaboradores. Todo o estudo foi realizado aplicando a condi¢ao
de extracdo que apresentou melhores resultados: pH do meio igual a 2,00; razao das massas de

mryings: 1/1 e CLA igual a 47,36% (m/m).

As fases obtidas no tubo de estoque foram coletadas separadamente utilizando seringas
e a fase superior foi utilizada como solvente no preparo da solucdo de amoxicilina. Entdo,
2,0000 g dessas solucdes de amoxicilina foram pesados em tubos de ensaio de 15 mL e

misturados com 2,0000 g de fase inferior recolhida anteriormente do SAB estoque (FI).

Os tubos de 15 mL também foram agitados manualmente por 3 minutos e depois
centrifugados por 20 minutos a 560 x g para acelerar a separagdo de fases. Assim como para os
SABs estoques, esses tubos foram mantidos em banho termostatico por 24 horas a 10,0 °C para
estabelecer o equilibrio termodinamico. As FS de cada tubo foram coletadas com auxilio de

seringas e transferidas diretamente para um tubo vial para analise no LC-MS/MS.

4.2.4. Condicoes cromatograficas e de espectrometria de massas

A separagdo cromatografica foi obtida usando uma coluna cromatografica Acquity
UPLC® HSS C18 SB de 100 mm de comprimento, 2,1 mm de tamanho de particula e diametro
interno 1,8 pm. A temperatura da coluna foi mantida a 45° C e a temperatura da amostra foi
mantida a 25 ° C. Um volume de 1 pL de cada amostra extraida foi injetado diretamente no
cromatdgrafo para andlise. Foi utilizado um gradiente de (A) acido férmico 0,1% (v/v) e (B)
metanol com 4cido formico a 0,1% (v /v), com uma vazio de 0,4 mL min'!. O gradiente inicial
foi mantido 5% de B e aumentou para 100% de B até 0,5 min, durante 1 min o gradiente foi
mantido 100% de B, voltando para 5% de B (tempo total de execucdao 2,5 min), conforme

mostrado na Figura 4.2. O tempo de retengdo da amoxicilina foi de 1,55 min.
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Figura 4.2. Gradiente de injecdo usado na analise de amoxicilina por UPLC-MS/MS.
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As condi¢des da fonte do espectrometro de massas foram as seguintes: tensdo capilar
(positiva), 3000 V; temperatura do gés de dessolvatacdo de 450 °C; temperatura da fonte: 150
°C; vazdo dos gases de dessolvatacdo (N2) de 700 L h! e do contrafluxo do cone (N3) de 25 L
h'!. Foi utilizado nitrogénio de alta pureza como gas de colisdo. As transi¢des (m/z) utilizadas
para quantificacdo e confirmag¢do foram: amoxicilina (366-114 e 366-349). Esses fragmentos
jé foram descritos na literatura (Chen L., 2019, Cardoso C. R. F., 2012). A voltagem do cone e
energia de colisdo referente a primeira transi¢do utilizada foi 30 V e 15 V, respectivamente.
Enquanto para a segunda transi¢do utilizou-se 30 V e 5 V de voltagem de cone e colisdo,

respectivamente. As analises dos dados foram realizadas utilizando o software MassLynx 4.1
(Waters).

4.2.5. Otimizacao dos parametros cromatograficos e de espectrometria de massas

4.2.5.1. Avaliacio do efeito dos parametros do espectrometro de massas no sinal do

analito

Para a otimizagao da resposta da amoxicilina obtida pelo espectrometro de massas foram

avaliados os efeitos da variacdo de alguns parametros, os quais estdo descritos na tabela 4.1.
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Para isso, solugdes de amoxicilina na concentragdo de 1 mg L' foram preparadas utilizando

uma mistura de d4gua e metanol (1:1 v/v) como diluente e utilizadas nesse estudo.

Tabela 4.1. Niveis inferior e superior das variaveis estudadas para o analito amoxicilina.

Transicao Voltagem de cone (V) Energia de colisdo (V)
28 33
28 20
366 —349 m/z 35 26
21 26
15 30
4.2.5.2. Avaliacio do efeito da composicao da fase mével

Neste estudo foram avaliadas as fases moveis compostas de metanol e d4gua sem ajuste de
pHe metanol e agua acidificada com 0,1% de acido foérmico. Solugdes de amoxicilina na
concentragio de 1 mg L™ foram preparadas utilizando uma mistura de 4gua e metanol (1:1 v/v)

como diluente e utilizadas nesse estudo.

4.2.6. Validacao do método

Apos a otimizagdo das condigdes cromatograficas, do espectrometro de massas e
aplicando a condic¢do otimizada da extracdo da amoxicilina em SAB, o método foi validado.
Para a validagao foi utilizada 4gua do Rio Doce coletada na estacdo de recebimento do SAAE
da cidade de Governador Valadares-MG. As condi¢des analiticas para validacdo foram
descritas nas seg¢oes 3.3.3 para a cromatografia e 3.3.4 para a espectrometria de massas. Os
ensaios de validacdo do método utilizado seguiram as diretrizes do guia do INMETRO. Os
parametros avaliados, bem como a maneira pela qual eles foram estimados estdo descritos a

seguir.
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4.2.6.1. Seletividade

A amostra de 4gua do rio “in natura’ foi submetida aos processos de extragao e posterior
injecdo no UPLC-MS/MS. A presenca de sinal no tempo de retengdo do analito foi avaliada
para determinar a seletividade do método analitico para a determinagdo e quantificagdo dos

farmacos estudados.

4.2.6.2. Efeito de matriz

Duas curvas analiticas foram construidas, sendo uma em agua deionizada e outra no
extrato da matriz real, contendo os analitos na faixa de 30 a 750 pg L. Cada nivel da curva
analitica foi fortificado com o analito. Para a curva em 4gua deionizada e em 4agua de rio,
solugdes estoques de amoxicilina foram preparadas através da fortificacdo direta da matriz
branca e no extrato da matriz em diferentes concentragdes. Utilizando a fase superior do SAB
estoque como solvente, dilui¢des especificas das solu¢des de amoxicilina foram realizadas para
os diferentes niveis estudados, mantendo a quantidade adicionada da solu¢ao de amoxicilina
constante e igual a 0,6 g. A comparag¢ao da inclinacao das curvas foi realizada através dos testes

F (Fisher-Snedecor) e t (Student) ao nivel de confianga de 95%.

4.2.6.3. Linearidade

Uma curva matrizada foi construida, em triplicata, nos niveis de fortificacao: 30, 100,
200, 250, 300, 500 e 750 pug L' na dgua de rio. Apds a extragio, as areas correspondentes ao
sinal dos compostos de interesse foram inseridas em um grafico de area versus concentragao.
Uma equagdo que descreve uma relagao linear foi obtida através de um modelo de regressdao
linear, aplicando o método dos minimos quadrados ordinérios. O modelo de regressdo do tipo
y =ax + b foi obtido apds os testes para detecgao de outliers de Jacknife, linearidade através da
ANOVA e homocedasticidade de Brown Forsythe, seguindo a metodologia de Souza e

Junqueira (2005) (Souza S. V. C. et al., 2005).
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4.2.6.4. Limite de detec¢cdo e quantificacio

Para a determinacdo dos limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ), a extracdo de
10 amostras aplicando SAB foram realizadas procedendo com o preparo de diferentes
concentragdes de amoxicilina por via da fortificagdo da matriz de agua de rio. Entdo, dilui¢cdes
dessas solugdes foram realizadas aplicando a fase superior do SAB estoque como solvente e
mantendo a quantidade de amoxicilina na aliquota constante e igual a 0,6 mg. Depois da
extracdo, a fase superior do SAB foi transferida diretamente para vial para ser injetada no
UPLC-MS/MS. Os valores de LD e LQ foram estimados, respectivamente, determinando o
ruido da linha de base e estipulando a concentragdo do ativo que produz uma relagao sinal-ruido

superior a 3 e 10.

4.2.6.5. Precisao intradia e interdias

A precisdo foi estimada em trés pontos da curva analitica (30, 150 e 750 ug L) a partir
de seis replicatas de extracdo em cada um desses pontos, que foi realizada no mesmo dia para
a precisdo intradias (repetitividade) e em outro dia para a precisdo interdias, ou precisdo
intermediaria. Os resultados foram expressos pelo coeficiente de variagdo (CV), calculado

através da Equacao 4.1:

CV = 2 x100 Equacdo 4.1

Camoxicilinamedia

Onde s ¢ o desvio padrdo das concentragdes de amoxicilina encontradas € Camoxicilina €

a concentracao de amoxicilina encontrada.

4.2.6.6. Exatidao

A exatiddo foi estimada em trés pontos da curva (30, 250 e 750 pg mL™"). Foram feitas
seis replicatas de extragdo aplicando a matriz fortificada nos niveis ja mencionados. Apds a
extracdo, a fase superior foi transferida para um frasco vial para ser analisada. Apos a andlise
por UHPLC-MS/MS usou-se a Equagdo 4.2 para calcular a recuperagcdo para cada uma das
concentracoes:

C icilina Obtida
R = Amoxicilina x100

Camoxicilina teorica

Equagao 4.2



Onde R ¢ a recuperag@o e Camoxicilina € a concentragdo de amoxicilina.
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4.3. Resultados e discussdo
4.3.1. Otimiza¢ao dos parametros cromatograficos e de espectrometria de massas

4.3.1.1. Avaliacio do efeito dos parametros do espectrometro de massas no sinal do

analito

A otimizacdo dos parametros cromatograficos e de espectrometria de massas ¢ muito
importante para alcangar a condi¢do em que se obtém os melhores resultados, com respostas
mais expressivas e, consequentemente, uma melhor sensibilidade e detectabilidade. Sabendo
disso, primeiramente foi avaliado o efeito da variagdo da voltagem do cone e da energia de

colisdo, que sdo parametros importantes da espectrometria de massas (Figura 4.3).

Figura 4.3. Efeito da variagdo da energia de colisdo e voltagem do cone na ionizagdo da amoxicilina

para a analise em UPLC-MS/MS.
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De acordo com a Figura 4.3, a maior area do pico para a amoxicilina foi obtida ao aplicar

Area

uma voltagem de cone de 30 V e energia de colisdo de 15 V. Essa condi¢do de ionizagdo
possibilitou uma maior formacdo dos ions de interesse para a deteccdo e quantificagdo da
amoxicilina em UPLC-MS/MS. O aumento da energia de colisdo pode ter atrapalhado o

processo de ionizacdo do analito, gerando uma resposta inferior, mesmo nas mesmas
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circunstancias (amoxicilina 1 mg L7!). A diminuicio da voltagem do cone também
proporcionou menores respostas que pode ter ocorrido devido a uma menor extracao de ions da
regido de pressdo atmosférica da fonte de ions para a regido de alto vacuo do analisador de

massa.

4.3.1.2. Avaliacio do efeito da composicio da fase movel

Outro parametro cromatografico que foi avaliado foi o efeito da acidificagcdo da fase
movel na ionizagdo da amoxicilina. Para isso foram testadas a fase movel neutra (A: H2O e B:
MeOH) e acidificada (A: H2O + 0,1% de acido formico e B: MeOH + 0,1% de acido formico).

O efeito da alteracdo da fase mdvel na resposta da amoxicilina ¢ mostrado na Tabela 4.2.

Tabela 4.2. Respostas analiticas obtidas nas diferentes fases moveis avaliadas.

Fase movel Transicoes Area
366 — 114 m/z 10082
A: H,O; B: MeOH
366 — 349 m/z 10965
A: H,O + 0,1% de acido formico; B: 366 — 114 m/z 32288
MeOH + 0,1% de acido formico 366 — 349 m/z 37452

A presenca do 4cido férmico na fase mével permitiu a obtengcdo de melhores respostas
e isso se deu devido a uma melhor ionizagdo da amoxicilina que esta sendo ionizada por
eletronebulizagdo no modo positivo com a formacao do ion precursor que ¢ um aduto com
préton [M+H]". Homem e colaboradores também observaram um comportamento de ionizagdo
da amoxicilina similar a esse, além de propor que a amoxicilina € mais eficientemente ionizada
em solventes préoticos (Homem, V., 2014). Corroborando com essa premissa, 0s grupos com
caracteristica acida se tornam mais estdveis ao desfazer a ligacdo com os demais grupos da
molécula, o que favorece a formagdo dos ions e proporciona uma melhor sensibilidade ao

método analitico.
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4.3.2. Determinacio dos parametros de validacio do método

A principio, a seletividade do método foi avaliada a fim de determinar a presenca de
possiveis concomitantes no tempo de retencdo da amoxicilina. Através da avaliacdo dos
cromatogramas da amostra sem o analito e da amostra fortificada pdde-se concluir que nao ha
outro composto isdmero que coelui com a amoxicilina no tempo de reten¢ao de 1,55 minutos e

que apresenta as transi¢des empregadas (366-114 e 366-349).

Para avaliar se houve efeito de matriz, comparou-se as inclinagdes das curvas preparadas
em solvente (agua ultrapura) e na amostra de dgua do rio, através dos testes F e t. Visualmente,
observou-se que as inclinagdes das retas nao eram coincidentes, o que sugere que ha efeito de
matriz. Através do teste F essa suposicao foi confirmada diante do apontamento estatistico que
diferencia os coeficientes angulares das curvas analiticas, com p > 0,05. A Figura 4.4 dispde as

curvas para a amoxicilina nos diferentes meios de dissolugao.

Figura 4.4. Curvas de area do pico versus concentragao de amoxicilina construidas em solvente

(agua ultrapura) e agua de rio (n = 3).
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Como a desigualdade dos coeficientes angulares das curvas analiticas foi confirmada,
as substancias presentes na matriz interferem na extragdo e/ou quantificagdo da amoxicilina.
Analisando a Figura 4.4 observa-se que essa interferéncia proporciona o aumento do sinal da

amoxicilina (incremento i6nico). Entdo, ¢ importante que toda a quantificacdo do analito seja
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realizada na presenca da matriz para que esse efeito seja minimizado e resultados confidveis
sejam obtidos.

A linearidade do método foi demonstrada para a faixa de concentragdo 30-750 ug kg™!,
apresentando coeficientes de correlagdo superiores a 0,99. Esse resultado comprova a
capacidade preditiva do método proposto. Os coeficientes angulares (inclina¢do), linear
(intercepto) e de correlagao (r) obtidos pela regressao pelo método dos minimos quadrados

ordinarios sdo apresentados na Tabela 4.3.

Tabela 4.3. Parametros da validagdo da amoxicilina: curva analitica, faixa linear e coeficiente de

correlagao.
Parametros Valores
Inclinagao 27,785
Intercepto 146,60
Faixa linear de trabalho (ug L) 0-750
Coeficiente de corregao (1) 0,9985

A dispersdo dos resultados foi avaliada através do parametro de precisdo, onde foi
determinado o coeficiente de variagdo (CV) relativo as replicatas analisadas, seguindo a
equacdo 4.1. J4, para determinar a exatiddo do método analitico, testes de recuperagdao foram
feitos para verificar se os valores obtidos pelo modelo proposto equivalem aos valores tedricos.
Os valores de recuperagao foram expressos em termos de porcentagem, seguindo a equagao
4.2. Os resultados obtidos para a precisao repetibilidade (intradia) e intermediaria (interdias) e

exatidao estdo descritos na Tabela 4.4.

Tabela 4.4. Valores de precisdo intradia e interdias e exatidao para amoxicilina (n = 6).

Concentra¢do (ug L)  Intradia (%CV) Interdias (%CV) Exatiddo (%Recuperagio + DPR)

30 22 2,2 11543
250 1,5 2,3 9442
750 1,4 3,7 94 + 1

De acordo com o guia de validagdo do INMETRO, recuperagdes médias entre 60-115

para o nivel de 30 ug kg! e 80-110 para os niveis 250 ug kg™ e 750 ug kg sdo aceitaveis.
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Além disso, o coeficiente de variagdo obtido na precisdo foi consideravelmente inferior ao
determinado pelo INMETRO (15%) (INMETRO, 2018). Tendo em vista os resultados
mostrados na Tabela 4.5, pode-se concluir que os valores de recuperagao e os coeficientes de
variacao obtidos na precisao estao dentro da faixa aceitavel, configurando ao modelo proposto
uma exatiddo e precisdo adequadas. Além disso, o método proposto apresentou uma boa
exatiddo, alcangando recuperagdes superiores a 94%, que € superior a alguns valores ja
reportados na literatura (Homem, V., 2014).

O limite de quantificagdo foi determinado experimentalmente através da realizacao de
diluigdes sucessivas da amostra de amoxicilina. A concentragio de 30 pg kg foi entdo
determinada como limite de quantificagdo do método, visto que a razao entre sinal ruido obtida
nessa concentracdo foi igual a 64. Almalki e colaboradores propuseram um método para
quantificar a amoxicilina, dicloxacilina e as impurezas oficiais nas formas puras e
farmacéuticas, porém conseguiram apenas um limite de quantificagio (LQ) de 1322 ug L'!
(Almalki et al, 2021). Gaikwad e colaboradores conseguiram valores de LQ para a
quantificacdo da amoxicilina de 50 pg L™ (Gaikwad et al., 2013), mas ainda assim inferiores
ao alcancado pelo método analitico proposto nesse trabalho. Nessa perspectiva, o resultado
obtido mostra que o método proposto nesse trabalho é capaz de quantificar baixas

concentragdes de amoxicilina, sendo entao mais sensivel.
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4.4. Conclusao

Neste capitulo o método analitico de extragdo da amoxicilina aplicando sistemas
aquosos bifasicos foi validado através da andlise por UPLC-MS/MS. Com esse objetivo,
parametros cromatograficos e de espectrometria de massas foram otimizados a fim de gerar

melhores resultados.

Durante a validacao foi observado efeito de matriz quando o método foi aplicado a dgua
de rio. Essa limitagdo foi contornada através da determinacdo da linearidade do método
utilizando curvas analiticas matrizadas. Assim, apds a validacdo constatou-se que o método ¢
seletivo, preciso, exato, ¢ com limites de quantificagdo e detecgdo aceitaveis. Esses resultados
demonstram a aplicabilidade do método utilizando SAB para preparo da amostra para

quantificagdo da amoxicilina.

Nesse contexto, o0 SAB atrelado a UPLC-MS/MS formaram um método eficiente para a
determinagdo e quantificacdo de amoxicilina, mesmo em matriz de 4gua complexa. Portanto, a
aplicagdo do SAB para preparo de amostra de farmacos em conjunto com a analise por
cromatografia liquida e espectrometria de massas se torna uma alternativa nova, eficiente,
confidvel e ambientalmente segura.

Como perspectiva futura, a aplicacao dessa técnica de preparo de amostra em conjunto
a outras técnicas de andlise se torna interessante para a extragdo, determinagdo e quantificacdo

de outras classes de contaminantes emergentes.
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