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"Um liquido é um estado da matéria sem formato especifico.
Ele muda facilmente e se molda ao recipiente que o contém.
O corpo humano é 70 % agua."

Vis a Vis



RESUMO

Os estrogénios estriol (E3), 178-estradiol (E2), 17a-etinilestradiol (EE2) e estrona
(E1) sao contaminantes emergentes pertencentes a classe dos interferentes endocrinos. As
principais formas de introducao desses compostos nos corpos d’agua é pela descarga de
esgoto. Estudos apontam que a exposigao continua a esses contaminantes pode ocasionar
feminilizacao de peixes, anomalias no sistema reprodutor de algumas espécies de animais,
incidéncia de alguns tipos de cancer em seres humanos, diminui¢ao de espermas em ho-
mens entre outros efeitos. Diante disso, torna-se necessario o desenvolvimento de métodos
para identificar e quantificar a presenca dessas substancias nas dguas superficiais. Nesse
trabalho foi validada uma metodologia analitica para determinar os quatro estrogénios,
utilizando a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) acoplada ao arranjo de dio-
dos (DAD). A valida¢ao do método se mostrou seletiva, com faixa linear entre 10 e 1000
pg L1 e r = 0,99 para todos os horménios, a repetibilidade intradia e a precisao inter-
mediaria apresentaram CV < 4,43 %. Na etapa de preparo das amostras foi empregada
a técnica de extragdo em fase sélida magnética (MSPE), para tanto, foram sintetizadas
nove nanoparticulas magnéticas e testadas mediante o desenvolvimento de planejamento
de experimentos para otimizar as condi¢oes de extracao, os melhores resultados foram
obtidos utilizando 10 mg da nanoparticula 50TEOS:1C16 inicialmente dispersa em 1 mL
de metanol que ficam 10 minutos em contato com a solugao de trabalho sob agitagao
magnética. Para a eluicdo, 1,8mL de uma mistura de agua:metanol 25:75 % v v~ ! ficou
em contato com as nanoparticulas por 10 minutos.

Palavras chave: estrogénios, interferentes endécrinos, MSPE, HPLC-DAD.



ABSTRACT

Estrogens estriol (E3), 17 p-estradiol (E2), 17a-ethinylestradiol (EE2) and estrone
(E1) are emerging contaminants belonging to the endocrine interfering class. The main
ways of introducing these compounds into water bodies is through the discharge of sewage.
Studies indicate that continuous exposure to these contaminants can cause feminization
of fish, anomalies in the reproductive system of some animals species, incidence of some
types of cancer in humans, decrease in sperm in men, among other effects. Therefore, it
is necessary to develop methods to identify and quantify the presence of these substances
in surface waters. In this work, an analytical methodology was validated to determine
the four estrogens, using high performance liquid chromatography (HPLC) coupled to the
diode array (DAD). The validation of the method was selective, with a linear range from
10 to 1000 pg L™" and r = 0.99 for all hormones, intraday repeatability and intermedi-
ate precision showed CV < 4, 43 %. In the stage of sample preparation, the magnetic
solid phase extraction technique (MSPE) was used. For this purpose, nine magnetic na-
noparticles were synthesized and tested through the development of design experiments
to optimize the extraction conditions, the best results were obtained using 10 mg of the
nanoparticle 50TEOS:1C16 initially dispersed in 1 mL of methanol that remain in contact
with the working solution for 10 minutes under magnetic stirring. For elution, 1,8mL of
a mixture of water:methanol 25:75 % v v~! stayed in contact with the nanoparticles for
10 minutes.

Keywords: estrogens, endocrine disruptors, MSPE, HPLC-DAD.
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CAPITULO

INTRODUCAO




A tematica relacionada & qualidade dos corpos d’agua é amplamente abordada em
pesquisas de todo o mundo, isso acontece por se tratar de um recurso natural que é
imprescindivel para a manutencao da vida na terra que vem sendo continuamente conta-
minado por intimeras substancias, que podem apresentar potenciais riscos a satide humana
€ aos organismos aquéticosll’Q].

Nesse cenario, apresenta-se como um crescente desafio para os 6rgaos reguladores e
gestores da 4gua a missao de monitorar essas substancias, tendo em vista que pouco se
sabe sobre a identidade de muitos compostos e seu destino no meio ambiente. Sabendo
que 2,5 % de toda a agua do mundo corresponde a dgua doce e desse percentual, 69 %
estao concentrados nas geleiras, 30 % sao dguas subterraneas e apenas 1 % encontra-se nos
rios, torna-se necessario o desenvolvimento de politicas publicas que visem o cuidado com
a qualidade e acessibilidade para evitar que a utilizacio desse recurso seja prejudicada '3,

Em termos da legislagao brasileira, em 1997 entrou em vigor a lei 9.433/1997 que deu
inicio a Politica Nacional de Recursos Hidricos (PNRH) e criou o Sistema Nacional de
Gerenciamento de Recursos Hidricos (SINGREH). Um dos objetivos da PNRH ¢ "asse-
gurar & atual e as futuras geracoes a necessaria disponibilidade de dgua, em padroes de

"1 evidenciando que para cada uso, deve haver

qualidade adequados aos respectivos usos
uma exigéncia referente a sua qualidade, ou seja, atribuir parametros para avaliar sua
qualidade e estabelecer valores limites.

A Resolugao CONAMA 357/2005 dispoe sobre a classificagao dos corpos d’agua e dire-
trizes ambientais para o seu enquadramento, bem como estabelece as condig¢oes e padroes
para o langamento de efluentes nos corpos hidricos. Qualifica ainda os corpos d’agua por
meio de caracteristicas fisicas e quimicas, organolépticas, biolégicas e quanto a toxicidade,
atribui parametros de qualidade para aguas doces, salobras e salinas e confere valores li-
mites de substancias inorganicas e orgéanicas, dentre elas estao os metais, HPA’s, alguns
pesticidas e outrosl’l. Essa resolucio foi parcialmente alterada pela Resolucio 430 /2011
onde o controle ecotoxicologico de efluentes industriais tornou-se obrigatério!®. Por fim,
a Resolugao CONAMA 396/2008 dispoe sobre a classificagao e diretrizes ambientais para
o enquadramento, prevencao e controle da poluicio das dguas subterraneas!™.

A portaria N© 2.914 do Ministério da Satde, de 12 de dezembro de 2011 e a portaria de

consolidacao n° 5, de 28 de setembro de 2017, dispoem sobre os procedimentos de controle

e de vigilancia da qualidade da agua para consumo humano e seu padrao de potabilidade.



Destaca-se que entre outras mudancas, o aumento de substancias quimicas controladas,
de 74 para 87 e a inclus@o das cianotoxinas (microcistinas e saxitoxinas) que compoem
comunidades fitoplancténicas e causam intoxicagoes agudas ou cronicas, podendo ter agao
hepética ou neurolégica com consequéncias que nao sao completamente conhecidas [3:9],
Mesmo existindo essa quantidade de normas que visam garantir a qualidade dos cor-
pos hidricos e a prevencao contra poluicao, estudos do mundo todo relatam a presenca
de mais de 800 espécies presentes em compartimentos aquaticos provenientes das agoes
antropicas e nio possuem a obrigatoriedade de serem monitoradas!l. A United States
Environmental Protection Agency (USEPA) disponibiliza quatro listas completas com

nomes de substancias candidatas a contaminantes de dgua potavel, a quinta lista esta em

construgao 101,

1.1 Objetivos

Validar uma metodologia analitica para determinacao simultanea de estriol, 17(-
estradiol, 17a-etinilestradiol e estrona, utilizando a técnica de extracao em fase soélida

magnética e cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos.

1.2 Objetivos especificos

i. Sintese e caracterizagao das nanoparticulas magnéticas;
ii. Otimizacao do processo de extracao empregando planejamento de experimentos;

iii. Validacao da metodologia para determinacao dos estrogénios.
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2.1 Contaminantes emergentes

O termo "contaminante emergente" é usado para designar centenas de compostos nao
regulamentados encontrados em diversos compartimentos ambientais e que sao proveni-
entes de fontes antropicas ou naturais (Figura 2.1)11:12,

Exemplos de contaminantes emergentes que estao cada vez mais presentes em aguas
superficiais, mesmo que em baixas concentracgoes sao os farmacos, compostos usados em
produtos de higiene pessoal, alquilfendis e seus derivados, drogas ilicitas, sucralose e ou-
tros adogantes artificiais, pesticidas, interferentes endécrinos, alquilfenois, retardantes de
chama bromados, compostos perfluorados, nanomateriais, liquidos i6nicos e microplasti-
cos, alguns microorganismos e toxinas de algas também sao considerados contaminantes
emergentes. Esses compostos podem apresentar risco ao ecossistema e dependendo dos
resultados de estudos sobre ecotoxicidade, efeitos & satide humana, bioacumulacao, con-
centracao no ambiente entre outros, podem se tornar candidatos a serem regulamentados
no futuro, como aconteceu com as cianotoxinas que foram incluidas na portaria de controle

da qualidade da agua potéavel 1131,

‘

Farmacos, pesticidas, ib L g
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[
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Figura 2.1 — Representagao esquematica das fontes e destinos de contaminantes emergentes no

meio ambiente. Fonte: adaptado de Barbosa et al. [14]



2.1.1 Interferentes enddcrinos

A United States Environmental Protection Agency (USEPA) define interferentes endo-
crinos como "agente exdgeno que interfere na sintese, secrecao, transporte, ligagao, agao
ou eliminacao de hormoénio natural no corpo que sao responsaveis pela manutencao, re-

n[15]

produgao, desenvolvimento e/ou comportamento dos organismos . Essas substancias

podem ser encontradas no meio ambiente em concentracoes na ordem de ug L™ e ng
L—l [16] )

O sistema endocrino (Figura 2.2) é constituido por um conjunto glandulas distri-
buidas por todo o corpo e é responsavel pelo controle de fungoes bioldgicas como dife-
renciacao e maturidade sexual, reproducao, desenvolvimento embrionario, crescimento e
metabolismo. Seu papel é desempenhado por meio da secrecao de hormonios que sao
responsaveis por realizar a comunicagao entre as células, através de receptores nucleares.
Em decorréncia dessa comunicacao é desencadeada uma série de reagoes bioquimicas,

resultando em respostas biologicas especificas!' ™18,

s Glandula Pineal
Hipotalamo
= Glandula Pituitaria ——

=71

oy - J

@ Timo
: S/ Supra-renais
&\N Pancreas -

Ovario
Testiculos l

Figura 2.2 — Representacao do sistema enddcrino humano. Fonte: Moreira, 2015119

Os interferentes endocrinos sao normalmente classificados em quatro categorias prin-
cipais: estrogénios naturais (estrona, 173-estradiol, estriol), estrogénios sintéticos (17a-
etinilestradiol), fitoestrogénios (toxinas produzidas por plantas e toxinas produzidas por

fungos) e xenoestrogénios, a exemplo do bisfenol A que é empregado na produgao de po-



licarbonato e em vernizes epoxi, o nonilfenol que pertence a familia dos alquilfendis e é
utilizado na fabricacao de detergente e o dicloro-difenil-tricloroetano pesticida conhecido
como DDT20:21,

Tendo em vista que os interferentes endocrinos agirao como hormoénios no organismo,
existem duas formas de atuacao mediante a interacao interferente-receptor. A primeira é
a forma agonista, ocorre quando uma espécie se liga ao receptor e provoca uma resposta
que gerard um efeito bioldgico diferente do efeito que ocorreria naturalmente. O segundo
efeito é chamado de antagonista e ocorre quando uma espécie se liga ao receptor e bloqueia

[17,22,23]

a acao de outro hormonio A representacao dessas interacgoes estao representadas

na Figura 2.3.

Horménio Mimetizador Bloqueador

Hormonal \?l Hormonal

Célula Célula Célula

Efeito Antagonista
(Resposta Inibida)

(@) (b) ©

Resposta Efeito Agonista

Figura 2.3 — Representagao esquemaética dos mecanismos de atuagao dos interferentes endocri-

nos: a)resposta normal; b)efeito agonista; c)efeito antagonista. Fonte: Ghiselli et al. (18]

A presenga de xenoestrogénios no meio ambiente foi relatada pela primeira vez no
final dos anos 30 em um trabalho que avaliou a atividade estrogénica do bisfenol A4,
Em 1962, Rachel Carson publicou o livro intitulado "A Primavera Silenciosa"e alertou o
mundo sobre os efeitos prejudiciais a satide humana e dos animais mediante a exposi¢ao
do DDT?!. Um dos relatos mais conhecidos ocorreu em 1980 e envolveu a contaminacio
de crocodilos no lago Apopka (Florida/EUA), onde os pesquisadores observaram que a
populagao desses animais estava diminuindo e estudos adicionais permitiram evidenciar
que a exposicao continua dos ovos dessa espécie a alguns pesticidas provocou problemas
no sistema reprodutor dos animais, tornando-os inférteis!?%.

Entre os anos de 50 e 70, a maioria das gestantes que fez uso do estrogénio sintético
dietilestilbestrol para evitar aborto espontaneo e estimular o crescimento do feto, con-

cebeu meninas que nasceram estéreis e algumas desenvolveram um tipo raro de cancer



vaginal. Os meninos tiveram anormalidades nos 6rgaos reprodutores, baixa contagem de
espermatozoides e tendéncia a desenvolver cancer nos testiculos®.

Mesmo que os efeitos sobre a satide humana nao sejam completamente comprovados,
existem evidéncias que ligam a exposicao aos interferentes endocrinos a antecipagao da
idade da menarca (primeira menstruacao), diminuigao da qualidade do sémen, o aumento
da incidéncia de cancer de mama, obesidade e o desenvolvimento precoce do cérebro!'!.

E importante destacar que as leis que visam manter a qualidade dos corpos d’agua no
Brasil nao estabelecem valores méximos permissiveis para esses compostos mesmo que sua

presenca nesses compartimentos ambientais venha sendo detectada h& anos por diversos

estudos.

2.1.2 Estrogénios

Os estrogénios sao compostos que constituem uma familia de horménios sexuais, fazem
parte dela os estrogénios naturais: estrona (E1), 173-estradiol (E2) e estriol (E3), que
desempenham o importante papel de regular o desenvolvimento sexual feminino e fungoes
reprodutivas de espécies animais, incluindo os seres humanos. Seus derivados sintéticos,
a exemplo do 17a-etinilestradiol (EE2), sdo empregados como inibidores de ovulagao e
no controle dos sintomas desenvolvidos no periodo da menopausa, e no tratamento do
cancer de mama e de prostata. A exposicao indevida a essas substancias pode alterar o
funcionamento natural do sistema endo6crino e interferindo negativamente no processo de
desenvolvimento %2,

A estrutura quimica dos estrogénios é derivada do colesterol e possui dezoito atomos
de carbono distribuidos em estruturas ciclicas, em alguns casos grupos carbonilicos e

[30-32]

hidroxilicos, além de um grupo fenélico , como pode ser conferido na Figura 2.4.



Figura 2.4 — Estrutura quimica dos estrogénios: A)Estrona; B)17[-estradiol; C)17a -

etinilestradiol; D)Estriol.

Os seres humanos e os animais produzem hormonios e os excretam principalmente
pela urina, na forma biologicamente inativa, e em menor proporcao pelas fezes na forma
livre. Na Tabela 2.1 estao apresentadas as quantidades excretadas em ug por dia, os

valores podem variar de acordo com a idade, o estado de satide, dieta ou gravidez (7,
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Tabela 2.1 — Excrecao média de estrogénio por pessoa em g por dia. Fonte: adaptado de Adeel

et al.32

E3 E2 EE2 E1

pg/dia
Meninas 0,918 2,50 0 0,60
Meninas menstruando 4,80 8,00 NDA! 3,50
Mulheres 4,40 240 NDA 7,00
Mulher menstruando 17,40 6,14 O 9,32
Mulheres gravidas 9850 277 0 787
Menopausa, com TRH? 90,70 59,20 0 31,5
Menopausa, sem TRH 3,90 1,49 0 2,93
Meninos - 0,54 0 0,63
Homem adulto 321 1,83 NDA 3,50

! Dados nao acessiveis

2 Tratamento de reposicdo hormonal

Devido a continua introdugao dessas substancias no meio ambiente cresce a preocupa-
¢ao com o potencial de causarem alteragoes no sistema enddcrino uma vez que exercem
os seus efeitos biologicos em baixas concentracoes, sendo rapidamente absorvidos e meta-

bolizados no figado1733.

2.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é uma das técnicas de separagao de
substancias nao voléteis e/ou termicamente instaveis presentes especialmente em matrizes
complexas!343.

A principal diferenca da CLAE em relagao a cromatografia liquida cléassica é a utili-
zacao de colunas fechadas, que podem ser reutilizadas realizando centenas de separacoes.

As colunas podem ser recheadas com materiais que garantem alta resolucao, devido ao

aumento da superficie de contato e em consequéncia disso, o aumento do ntmero de
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pratos teoricos. Entretanto, essa caracteristica confere as colunas resisténcia a vazao da
fase movel, tornando-se necessaria a utilizacao de alta pressao que viabilizam a passagem
da fase movel a uma velocidade aceitavel, resultando em medidas mais reprodutiveis e
precisas 136,371

A fase estacionaria mais comum de ser utilizada é a de fase reversa que é formada por
cadeias organicas como octilsilano (C8) e octadecilsilano (C18) quimicamente ligadas a
silica cujo mecanismo de separacio utilizado ¢ o de particaoP®37,

Como a cromatografia é essencialmente uma técnica de separagao, é necessaria a uti-
lizacao de técnicas acopladas para a detecgao das substancias separadas. O detector mais
comum ¢ o de ultravioleta, este pode ser de dois tipos: com comprimento de onda variavel
(espectrofotometro), e os que monitoram apenas um ou dois comprimentos de onda fixos
(fotometro). Um exemplo de detector com comprimento de onda variavel é o arranjo de
diodos que permite registrar o espectro de absor¢ao de cada soluto no momento em que
é eluidoP437:381,

Outros exemplos de detectores sao os de fluorescéncia que possui alta sensibilidade
mas é especifico para substancias que fluorescem e por fim os detectores de massas que
sao normalmente os mais robustos devido a sua capacidade de realizar tanto medidas

qualitativas quanto quantitativas 135,37],

2.3 Meétodos de determinacao de hormonios

Para o monitoramento dessas substancias é de suma importancia o desenvolvimento de
técnicas analiticas que sejam sensiveis e seletivas o suficiente para detectar concentragoes
muito baixas. Além disso, é ainda mais desafiador analisar matrizes complexas como
alimentos e fluidos biolégicos.

Muitos estudos vem sendo realizados rendendo publicagoes com desenvolvimento de
novos métodos com grandes avancos, principalmente na determinacao de estrogénios em
matrizes complexas.

[39] investigou a ocorréncia, remocao e destino de um progestogénio, trés

Huang et al.
androgénios, quatro estrogénios e seis fenoéis no Lago Dianchi na China. O preparo das

amostras envolveu diferentes procedimentos como a liofilizacao, extracao assistida por
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micro-ondas e filtracao para as amostras de lodo, filtracao e extracao para as amostras
de 4dgua e derivatizacao para as amostras de lama. Em seguida a analise e deteccao foi
realizada por cromatografia a gas acoplada ao espectrometro de massas.

Chaves!? desenvolveu e validou um método HPLC-UV para deteccio de bisfenol-
A, [-estradiol, 17a-etinilestradiol e estrona nas dguas do Rio Paraiba do Sul em Minas
Gerais. O preparo da amostra utilizado foi a extragao em fase sélida.

Otomo*!!

estudou a contribuigao antrépica na qualidade das 4guas da represa do Gua-
rapiranga em Sao Paulo, monitorando 14 interferentes endécrinos e marcadores antropi-
cos. Foram analisadas amostras de agua e sedimentos. A validagao do método envolveu
a utilizacao da extracao em fase solida no preparo das amostras e posterior analise em
cromatografia a gas acoplada ao espectrometro de massas como detector.

Procopio et al.*? aplicou a casca de amendoim como biosorvente para a remocao do

170-etinilestradiol (EE2) em matrizes de dgua. Para tanto, desenvolveu e validou um

método HPLC-FLU.

2.3.1 Preparo de amostras

Comumente sao realizados procedimentos de preparo de amostra para analisar amos-
tras por cromatografia liquida, entre suas principais fungoes é possivel citar a extragao
e pré-concentracao dos analitos de matrizes complexas, além de limpar a amostra de
modo a nao danificar o sistema cromatografico e garantir melhores limites de detecgao e
quantificacao da técnica.

Entre os diversos procedimentos de preparo de amostra para cromatografia liquida
empregadas na determinacao de contaminantes emergentes destaca-se a extragao liquido-
liquido (LLE, do inglés, liquid liquid extraction), que baseia-se na transferéncia do analito
de um liquido para outro valendo-se da afinidade do analito com um solvente imiscivel
com a égua[43’44]; a micro extragao liquido-liquido dispersiva (DLLME, do inglés dispersive
liquid liquid extraction), uma das derivadas da LLE que foi desenvolvida para diminuir
as quantidades de solventes organicos utilizadas tornando-se um procedimento amigével
ao meio ambiente*>l; a extracio do tipo QUEChERS que ¢ uma sigla do inglés para
Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, and Safe, ou seja, ¢ uma metodologia rapida, facil,

barata, efetiva, robusta e segura. E mais uma metodologia de extragao liquido-liquido
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com a adi¢do de uma etapa de limpezal?™; e por fim a extracdo em fase solida (SPE, do

inglés Solid Phase Eztraction) que se baseia na adsor¢ao dos constituintes da matriz num

material adsorvente, semelhante ao que acontece numa coluna cromatogréﬁca[48’49].

Neste trabalho foi utilizada a extracao em fase sélida magnética, para tanto, foram

sintetizados os materiais utilizados. Esta técnica de extracao pode ser realizada de diversas

[50,51] [52,53]

formas, seja assistida por agitacao magnética , por ultrassom ou ainda seguindo

o procedimento de um extracio em fase solida convencional®¥l,

2.3.2 Nanoparticulas magnéticas

A nanociéncia, ao longo dos anos tem se empenhado na obtencao novos materiais com
propriedades magnéticas devido ao amplo ntimero de aplicagoes em areas da ciéncia como
a Fisica, Quimica, Biologia e Medicina. Materiais de dimenstes nanométricas possuem
propriedades fisicas e quimicas especificas como o superparamagnetismo a temperatura
ambiente, ou seja, quando o material é colocado na presenca de um campo magnético seu
momento magnético se alinha na direcao do campo aplicado, ao passo de que quando o
campo magnético é retirado, o momento magnético do material retorna a zero!®.

Ligas metalicas com diferentes composigoes sao estudadas, entretanto, a utilizagao de
metais toxicos podem impedir as aplicagoes em sistemas biolégicos portanto os materiais

que sao constituidos de 6xido de ferro sao os mais estudados. Entre as principais aplica-

¢oes desses materiais pode-se citar a utilizacdo em ressonancia magnética de imagem®%,

[57] [53,58]

drug delivery™", remocao de agentes poluentes entre outras. Essa diversidade de

aplicagoes é possibilitada pela sua capacidade de funcionalizagao [59],

Existem diferentes métodos de obtengao desses materiais pode ser realizada por meio

[60,61] (62,63] [64,65]

de processos biologicos , fisicos e quimicos Entre os processos quimicos

mais estudados esta o da coprecipitacdo por ser a via quimica mais simples e eficiente!.

O método da coprecipitagao baseia-se na reagao entre as solugoes aquosas dos sais de
Fe3™ e Fe?* por meio da adicdo de uma base em uma atmosfera inerte. A forma e o
tamanho das nanoparticulas magnéticas dependem dos reagentes utilizados, temperatura

67]

e forca ionica do meio®!. As equagoes a seguir mostram as reagoes do processo:

FeT(aq) + 30H™ (aq) = Fe(OH)s(s)
Fe(OH)s3(s) = FeOOH(s) + HyO
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Fe* (aq) + 20H™ (aq) = Fe(OH),(s)
2FeOOH(s) + Fe(OH)a(s) = Fe304(s) + 2H,0

Onde a reagao global é dada por:
2Fe*t(aq) + Fe?*(aq) + S8OH (aq) — Fe3O4(s) + 4H,0

Reagoes de modificagao da superficie desses materiais influenciam na eficiéncia e sele-
tividade dos processos em que serao aplicados. Neste trabalho, as nanoparticulas sinteti-
zadas tiveram sua superficie recobertas com Tetraetoxissilano (TEOS) visando aumentar
a estabilidade do material e garantir uma superficie organizada com grupos terminais que

681 A funcionali-

se conectem a outros metais, polimeros e biomoléculas com facilidade
zacao foi realizada majoritariamente com Hexadeciltrimetilsilano (C16), com o objetivo
de produzir interacoes material-analito semelhantes com as que ocorrem em uma coluna

cromatogréafica.

2.4 Planejamento e otimizacao de experimentos

Ferramentas quimiométricas que envolvem o planejamento de experimentos sao am-
plamente aplicadas em laboratoérios de pesquisa e na industria com o objetivo de extrair

[69,70]

a maior quantidade de informacao possivel a partir de um banco de dados . Entre as

vantagens da utilizacao dos planejamentos estao:

e Execucao de um nimero reduzido de ensaios em comparagao com estudos univari-

ados;
e Economia de tempo, insumos laboratoriais e consequentemente recursos financeiros;
e Obtengao de resultados com confiabilidade estatistica;
e Fazer previsoes de resultados nao testados a partir de modelos matemaéaticos.

Os planejamentos fatoriais completos ou fracionarios se baseiam na varia¢ao simulté-
nea de fatores a um nimero determinado de niveis, normalmente dois, um baixo e um
alto. Sao interessantes de serem realizados no inicio de estudos experimentais por possi-

bilitarem a triagem de fatores destacando os que sao estatisticamente significativos por
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meio do célculo e avaliacio dos seus efeitos principais e suas interacoes!™ como pode ser

visto na Figura 2.5.

Avaliacdo de 2

Identificagdo do problema ] a 4 variaveis Planejamento
Revisdo da literatura > fatorial
Definicdo dos objetivos J completo

Avaliacdo .
de mais de T"ag,e,m Fias
5 variaveis varlavels
y

Planejamento
fatorial
fracionario

Avaliacao dos efeitos
Selegéo das variaveis

\ realmente importames/

Figura 2.5 — Procedimento geral para a realizacao e interpretacao de planejamento de experi-

mentos. Fonte: Adaptado de Pereira et al. (70l

Para melhor entendimento dos planejamentos, é necessario compreender algumas de-
finicoes!™:
e Fator: sao as variaveis de estudo.

e Niveis: condi¢oes de manipulacao dos fatores, normalmente sao utilizados um nivel

baixo (-) e um nivel alto (+).
e Efeito: alteragao da resposta quando se troca o nivel baixo (-) para o nivel alto (+).

e Efeito principal: diferenga média das respostas observadas no nivel superior e no

nivel inferior, dada matematicamente por:

(+) n(-)
1

1
Efeito=—> yjq) — —— Yi(—) (2.1)
N(+) ;

=)=
onde y;(4) € yi(—) sao as respostas observadas no nivel superior () e inferior (-) do

fator e n(y) e n_y corresponde ao niimero total de respostas em cada nivel.

e Efeito de interacao: é a metade da diferenca obtida entre os efeitos para um fator

nos niveis de outro fator, dado por:
EfeitoXy-y — EfeitoXz 4
2

onde X e Z representam dois fatores estudados.

EfeitoX7Z = (2.2)
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2.5 Validagao de métodos analiticos

A validacao analitica pode ser definida como um processo de verificagao que investiga
se requisitos preestabelecidos estao adequados para os objetivos propostos. Esse processo
visa garantir rastreabilidade, comparabilidade e confiabilidade dos resultados por meio
estudos experimentais e evidéncias documentadas!™ !,

A validagao de um método analitico novo ou adaptado de métodos conhecidos requer
que os parametros desempenho analitico atendam exigéncias estabelecidas por 6rgaos nor-
malizadores nacionais tais como a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) ™!
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA)I™ Instituto Nacional de
Metrologia, Qualidade e Tecnologia (INMETRO)!™! ¢/ou internacionais como EURA-
CHEM ™! e Internacional Standard Organization (ISO)I™. Sao conhecidos como paré-

metros de desempenho analitico os testes de seletividade, linearidade, limite de deteccao,

limite de quantificacao, exatidao, precisao e robustez.

2.5.1 Seletividade

A seletividade refere-se a capacidade de um método de medir exatamente as subs-
tancias de interesse na presenca de possiveis interferentes em matrizes complexas (73,751
Em cromatografia, um método seletivo é aquele em que o sinais analiticos de interesse
nao sao confundidos com os sinais dos interferentes, ou seja, possuem tempos de retencao
distintos (™.

A verificacao da seletividade pode ser feita de diversas formas, uma delas é fazer a
comparacao dos sinais analiticos obtidos a partir da anélise da matriz de estudo livre
da substancia de interesse e da matriz adicionada de uma concentracao conhecida do
padrao dessa substancia, sabendo que nenhum interferente deve eluir no mesmo tempo
de retencao dos analitos. Outra maneira é comparar os espectros do picos obtidos pela
amostra fortificada com os do padrao puro. Parametros cromatograficos como pureza de
pico, e resolucao sao fatores a serem avaliados para corroborar a analise da seletividade e
[73,76,78]

garantir que os sinais cromatogréficos sejam atribuidos a apenas um componente

Quando a seletividade nao é garantida, parametros como linearidade, recuperagao e
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precisao serao gravemente prejudicados (761,

2.5.2 Linearidade

A linearidade se refere-se & capacidade do método em fornecer sinais analiticos dire-
tamente proporcionais a concentracao da substancia de interesse dentro de um intervalo
de aplicacao, no caso da cromatografia, o sinal analitico utilizado é a area ou a altura dos
picos cromatograficos!™.

A relagao matematica que traduz a correlacao entre o sinal analitico e a concentragao
da espécie de estudo é expressa por uma equacao de reta conhecida como curva analitica
(Equagao 2.3). Identificada a relagao linear por meio do grafico, os dados devem ser

tratados estatisticamente de forma a determinar o coeficiente de correlagao linear (r),

coeficiente linear e coeficiente angular.

y=a-+br (2.3)

Onde:

y: sinal analitico medido pelo instrumento;
x: concentracao;
a: coeficiente linear (interse¢ao com o eixo y, quando x = 0);

b: coeficiente angular (inclinagao da curva, relacionado & sensibilidade do método).

Para a determinacao da linearidade, cada érgao regulador indica o niimero de niveis
de concentragao a serem avaliados. A ANVISA recomenda a avaliagao de no minimo 5
niveis de concentracao, a curva obtida deve apresentar coeficiente de correlagao r = 0,99
como bom indicativo de linearidade!™!. Conforme a EURACHEM, a avaliacdo da faixa
linear compreende a anélise de seis a quinze niveis e concentragao. Como critério para
aceitar a linearidade, é necessario avaliar se ha a presenca de valores incomuns (outliers)
por meio da analise dos residuos que devem estar dispostos de forma aleatoria ao longo

da linha de regressao!™!.



18

2.5.3 Limite de detecgao e limite de quantificagao

O limite de detec¢ao (LOD, do inglés limit of detection) é entendido como a menor
concentracao de um determinado analito presente em uma amostra que pode ser detectado
e identificado por um método de forma confiavel ™).

A estimativa do limite de deteccao pode ser feita de forma simplificada considerando

os parametros da curva analitica usando a Equagao 2.4:

LOD =3,3 x % (2.4)

Onde:

s: desvio padrao das medidas de menor concentracao do analito na curva analitica;

b: coeficiente angular.

A EURAQUEM recomenda para realizacao do célculo de LOD no minimo 10 medi-
das do branco ou, no caso de dados da cromatografia, utiliza-se as repeti¢coes da menor
concentracao empregada no conjunto de calibracao!™!.

O limite de quantificacao (LOQ, do inglés limit of quantification), é definido como a
menor concentragao do analito presente em uma amostra que o método consegue deter-
minar com repetibilidade e exatiddo aceitaveis!™.

Para estimar o limite de quantificagao usando os parametros da curva analitica utiliza-

se a Equacao 2.5 descrita a seguir:

LOD =10 x - (2.5)

De acordo com o INMETRO a estimativa dos limites de deteccao e de quantificacao
pelo método da curva analitica garante melhores resultados na determinagao de niveis

trago, como é o caso dos contaminantes emergentes 761,

2.5.4 Exatidao
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A exatidao é entendida como o grau de concordancia obtida entre os valores medidos

[80,81]

pelo método de estudo e um valor real ou valor de referéncia Entre outras formas de

avaliar a exatidao, pode-se citar os ensaios de recuperagao realizados a partir da analise

de amostras fortificadas com niveis de concentragoes conhecidas de materiais de referéncia

certificados ™!

A exatidao do método deve ser determinada a partir da avaliacao de no minimo nove

determinagoes, sendo pelo menos trés niveis de concentragao (baixa, média e alta do

(73]

intervalo linear) com trés réplicas de cada!™!. A recuperac@o pode ser calculada a partir

da Equacao 2.6.
quantidade obtida (conc. ou massa)

i 1 2.
R (%) quantidade adicionada x 100 (2.6)

Usualmente os critérios de aceitacao para os valores de recuperacao estao atrelados aos
niveis de concentragao dos analitos presentes nas amostras. Na Tabela 2.2 estao os cri-

térios de aceitagao sugeridos pela Association of Official Analytical Chemists (AOAC) 1821,

Tabela 2.2 — Critério de aceitagao para recuperacao sugeridos pela AOAC. Fonte: AOAC Official
Methods of Analysis [82],

Analito (%) Razdo do analito Unidade Recuperagao média (%)
100 1 100 %

. 98-102
10 10 10 %
1 1072 1% 97-103
0,1 1073 0,1 % 95-105
0,01 1074 100 ppm (mg kg™*) 90-107
0,001 107° 10 ppm (mg kg™ )
0,0001 1076 1 ppm (mg kg™')  80-110
0,00001 1077 100 ppb (pg kg™)
0,000001 1078 10 ppb (ug kg™) 60-115

0,0000001  107° 1 ppb (g kg ™) 40-120
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Mesmo que se deseje maximizar os valores obtidos nos ensaios de recuperacao visando
obter um método mais sensivel, ndo ¢ necessario que esses valores sejam 100 %, basta

garantir que a recuperagao seja consistente, precisa e reprodutiva [81],

2.5.5 Precisao

A precisao de um método esta relacionada a concordancia entre as medidas das repli-
catas, ou seja, ela é responsavel por medir os erros aleatorios responsaveis pelas dispersoes
nas medidas de uma mesma amostra e pode ser estimada a partir do desvio padrao abso-
luto e pelo desvio padrao relativo (RSD), usualmente expresso na forma percentual como
coeficiente de variacdo (CV) como mostrado na Equagao 2.7. O coeficiente de variagao
nao deve ultrapassar 5 % para que seja aceitavel [78,80,81]

CV == x 100 (2.7)

8l ®»

Onde:
s: desvio padrao;
7: média aritmética de um conjunto de medidas.

A EURACHEM ainda indica outra forma de avaliar a precisao do método, conside-
rando o desvio padrao e o teste t. Este permite que o analista decida se ha diferenca
significativa entre os resultados de uma amostra com um nivel de confianca especificado.

A precisao (r) é calculada de acordo com a Equagao 2.8.

r=v2 xtxs (2.8)

Onde V2 se refere a diferenca entre duas medidas e t é o valor de Student apropriado
para o numero de graus de liberdade com 95 % de confianca.

Os ensaios de precisao visam garantir a confiabilidade dos resultados obtidos pelo
método e s@o consideradas trés formas de avaliagdo: repetibilidade (ou precisao intradia),
precisao intermediaria (ou precisdo interdia) e reprodutibilidade.

A repetibilidade avalia a concordancia entre os resultados obtidos por um mesmo

analista, no mesmo instrumento de medida, no mesmo laboratério e em um mesmo dia.
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Pode ser determinada realizando no minimo 9 medi¢oes com solu¢des padrao em pelo
menos 3 concentracoes dentro do intervalo linear do método com 3 réplicas!™7™. A
EURACHEM indica que as condi¢oes das medidas podem ser iguais as recomendadas
pela ANVISA, mas com a realizacao de seis a quinze réplicas para um mesmo nivel de
concentracio! ™.

A precisao intermediaria considera o mesmo procedimento da repetibilidade, podendo
ser realizada por outros analistas e/ou equipamentos diferentes, mas neste caso, avalia
a concordancia obtida em medidas realizadas em dias diferentes, a ANVISA sugere uma
diferenga de no minimo dois dias.

Por fim, a reprodutibilidade estuda a concordancia entre resultados obtidos em equi-

pamentos e laboratoérios diferentes.



CAPITULO

PARTE EXPERIMENTAL
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3.1 Reagentes e solucoes

Os solventes acetonitrila e metanol empregados no preparo das solugoes foram da
marca J. T. Becker de grau HPLC. Hidréxido de aménio da marca Isofar com pureza de
24% e dodecil sulfato de s6dio da marca neon com 90% de pureza. A agua ultrapura
utilizada no preparo das solugoes, nas sinteses, nos procedimentos de lavagem e nas corri-
das cromatogréficas foi obtida em um sistema Milli-Q da Milipore. Os reagentes a seguir

foram todos adquiridos da Sigma-Aldrich:
- Estrona pureza > 99 %;
- 17B-estradiol pureza > 99 %;
- 17a-etinilestradiol pureza > 98 %;
- Estriol pureza > 97 %;
- Alcool etilico grau HPLC 99%;
- Cloreto de ferro(III) hexahidratado 98 - 102 %;
- Cloreto de ferro(II) tetrahidratado > 99 %;
- Tetraetoxissilano (TEOS) 98 %;
- Hexadeciltrimetilsilano (C16) > 85 %;
- Trietilvinilsilano (TVS) 97 %;
- Trimetiletilsilano (TMS) 97 %.

As solugoes estoque dos padroes dos analitos foram preparadas individualmente em
metanol, sendo a concentracdo de 480 mg L' para estrona (E1) e 500 mg L' para 17/-
estradiol (E2), 17a-etinilestradiol (EE2) e estriol (E3) e armazenados em frasco d&mbar
com batoque em freezer a -20 °C.

Para o conjunto de calibracao foram preparadas onze amostras em triplicata auténtica
com concentragoes na faixa de 10 a 1.500 ug L~! em &gua e acetonitrila na proporcao
75:25% (v v7!) a partir de duas solucdes mistas nas concentragoes de 1 ou 10 mg L™!

contendo os quatro estrogénios de interesse, como pode ser observado na Tabela 3.1.
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Tabela 3.1 — Composigao das solugoes preparadas para construir a curva analitica.

Ponto Concentracao ug L™ Concentracao do estoque mg L™*
1 10 1
2 25 1
3 50 1
4 75 1
5 100 1
6 250 10
7 500 10
8 750 10
9 1.000 10
10 1.250 10
11 1.500 10

3.2 Analise cromatografica

Utilizou-se um cromatoégrafo Dionex da série Ultimate 3000 para o desenvolvimento
deste trabalho. O instrumento é equipado com uma bomba quaternaria. O injetor possui
uma valvula de seis vias com alca de 100 uL. A coluna usada foi uma Acclaim™ 120 de
C18 (12 A, 4,6x150 mm, 5 pm de particula) fabricado pela Dionex Technologies e um
detector de arranjo de fotodiodos (DAD).

A eluicao empregada nas corridas cromatograficas foi em gradiente linear com 1 ml
min~! de vazao e 30 °C de temperatura, onde a fase movel é constituida de acetonitrila
(canal B) e dgua ultrapura (canal C). A Figura 3.1 apresenta as condi¢oes do gradiente
de composicao da fase movel que se inicia em 75 % de agua e 25 % de acetonitrila.

Para injegdo manual dos padroes e amostras foi utilizada uma seringa apropriada (250

pL), da marca HAMILTON.
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Composicdo da fase mével (%)

0 1 2 3 4 5 G 7 8 g o 1M
Tempo (min)

Figura 3.1 — Representagdo esquematica da composigao do gradiente da fase moével utilizada

nas analises cromatograficas.

3.3 Sintese de nanoparticulas

As nanoparticulas (NP) magnéticas foram sintetizadas realizando adaptagoes nos pro-
cedimentos descritos nas referéncias ¥4 utilizando o método da coprecipitacio quimica
one pot. Inicialmente, FeCls-6H,0 (0,425 g, 1,57 x 1073 mol) e FeCly-4H,0 (0,150 g, 7,54
x 107* mol) foram solubilizados em 10 mL de &gua ultrapura e 40 mL de &lcool etilico.
A solugao foi aquecida até atingir 50 °C sob agitagao magnética vigorosa. Apods atingir a
temperatura, foi adicionado lentamente 0,800 mL de hidroxido de aménio com o auxilio
de uma micropipeta, imediatamente é formado um soélido de cor escura que permanece em
suspensao. O sistema foi retirado do aquecimento e continuou sob agitacao a temperatura
ambiente por duas horas.

Para realizar o revestimento das nanoparticulas, logo apos as duas horas de agita-
¢do, foram adicionados 0,500 mL (2,23 x 107 mol) de tetraetilortosilicato (TEOS). O
sistema permaneceu em agitacao por mais seis horas. Por fim, a funcionalizacao das
nanoparticulas foi efetuada a partir da adicio de 0,420 mL (9,17 x 10~* mol) de hexa-
deciltrimetiletilsilano (C16). Novamente o sistema foi mantido em agitacdo por mais seis
horas.

O procedimento descrito acima deu origem & amostra nomeada de 0,5TEOS, a repre-

sentacao esquematica da sintese é apresentada na Figura 3.2.
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FeCl, . 6 H,0 + FeCl, . 6 H,O Relagdo molar
0,425g + 0,150g 2:1
40 mL de etanol + 10 mL de H,O

‘Aquecimento até
50°C

Agitacdo a temperatura
ambiente por 2 h

" Adicao de 0,800 mL
de NH,OH ~ 25 %

[ Adigéo de 0,500 mL Variavel em cada
de TEOS sintese

Agitacdo a temperatura
ambiente por 6 h

—Adigéo de 0,420 mL Variavel em cada
de C16 sintese

Agitacdo a temperatura
ambiente por 6 h

Figura 3.2 — Representagao esquemética do processo de sintese das nanoparticulas magnéticas.

Ao final dessas trés etapas, o solido foi separado com o auxilio de um magneto e
lavado duas vezes com 40 mL de alcool etilico comercial, duas vezes com 40 mL de agua
ultrapura e duas vezes com 40 mL com &lcool etilico P.A. e logo apos foi deixado para
secar a temperatura ambiente.

Foram sintetizadas oito amostras de nanoparticulas diferentes da descrita. As quanti-
dades de TEOS usadas para o revestimento e dos reagentes utilizados na funcionalizagao
estao descritas na Tabela 3.2. As trés ultimas nanoparticulas sintetizadas, presentes na
tabela, dispuseram de uma etapa a mais para adicao de um agente finalizador, seguida de
seis horas de agitacao, todas utilizaram a mesma quantidade dos cloretos de ferro para a

formacgao do nicleo magnético.
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Tabela 3.2 — Nanoparticulas sintetizadas.

Nanoparticula TEOS

Funcionalizacgao

25TEOS:1C16

0,50 mL (2,23 x 10™% mol)

0,420 mL de C16 (9,17 x 10~* mol)

50TEOS:1C16

1,00 mL (4,47 x 10~% mol)

0,420 mL de C16

75TEOS:1C16

1,50 mL (6,70 x 10~ mol)

0,420 mL de C16

50TEOS:2C16

1,00 mL 0,840 mL de C16 (1,83 x 10~ mol)
50TEOS:1C16:1TVS
0,420 mL de C16 e
1,00 mL
0,165 mL de TVS (1,04 x 10* mol)
60TEOS:06C16:12TVS
0,280 mL de C16 (6,11 x 10~* mol)
1,00 mL
e 0,220 mL de TVS (1,39 x 10~* mol)
50TEOS:1C16:05TMS
0,420 mL de C16 e
1,00 mL
0,072 mL de TMS (4,58 x 10~* mol)
50TEOS:1C16:1TMS
0,420 mL de C16 e
1,00 mL A
0,143 mL de TMS (9,17 x 10™* mol)
50TEOS:1C16:2TMS
0,420 mL de C16 e
1,00 mL

0,286 mL de TMS (1,83 x 10~ mol)

3.4 Caracterizacao das nanoparticulas

A caracterizagao dos materiais sintetizados foi realizada por diferentes técnicas, onde

as condig¢oes de analise de cada uma serao descritas a seguir.
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3.4.1 Espectroscopia de absorg¢ao na regiao do infravermelho com

transformada de Fourier (FTIR)

As amostras foram preparadas diluindo as nanoparticulas em brometo de potassio
(KBr) e compactadas em uma prensa hidraulica manual da Shimadzu utilizando a pressao
de 60 kgf cm™? para produzir pastilhas de 10 mm de diametro.

Para as analises foi utilizado um espectrofotometro modelo IRTracer-100 FT-IR da
Shimadzu, onde os espectros foram obtidos com 32 varreduras e com 4 cm™! de resolucio

na faixa entre 400 e 4.000 cm ™.

3.4.2 Espectrometria de fluorescéncia de raios X por dispersao

em energia

Foram confeccionadas pastilhas de 10 mm de diametro, compostas por um suporte
de acido borico onde foram depositadas as nanoparticulas dispersas no mesmo acido para
facilitar a compactagao. As pastilhas foram comprimidas utilizando uma prensa hidraulica
manual da Shimadzu com pressio de 60 kgf cm™2.

Uma varredura de energia de 0 a 40 keV foi realizada em um espectrometro modelo

EDX-8000 da Shimadzu em atmosfera de vacuo e 60 segundos de exposi¢cao por medida.

3.5 Extracao em fase s6lida magnética

De forma geral, a extracao foi realizada da seguinte forma: uma solugao de trabalho
preparada com agua ultrapura e os quatro estrogénios foi colocada em contato com uma
determinada quantidade de nanoparticulas e a mistura foi levada ao banho de ultrassom
ou agitacao magnética. Logo apos, as nanoparticulas foram separadas com o auxilio de um
magneto (NdgFe4B, N50, 50,8 x50,8x25,4 mm); 1 mL do sobrenadante foi coletado para
posteriores anéalises e o restante descartado. O solvente usado para a dessorcao foi entao
adicionado e a mistura foi novamente levada ao banho de ultrassom ou agitagao magnética

por um determinado tempo. Novamente, as nanoparticulas foram separadas com o auxilio
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do ima e o eluato foi coletado e filtrado para posterior analise no HPLC-DAD, como se

pode observar na representacao esquematica da Figura 3.3.

- //\ @
Agitacdo Descarte do / | %4

Nanoparticula magnética sobrenadante
- . . oo —— |
Solligao de SDS N ou ultrassom s o
trabalho (com NaCl . s \ «"/
\65@ J — / ,\// d4
1,8 mL de
eluente

Agitacao
magnética

T eluato

/

/D

/ \ Separacéo e
F|Itra<;ao 7 coleta do
Determinag&o por <:I E \

HPLC-DAD

ou ultrassom

Figura 3.3 — Representacao esquemética do processo de extragdo. Fonte: adaptado de Li et

al. [85],

3.5.1 Teste de dispersao

Inicialmente foram realizados testes de dispersao das primeiras trés amostras de na-
noparticulas (25TEOS:1C16, 50TEOS:1C16 e 75TEOS:1C16) para entender seu compor-
tamento frente as substancias de interesse. Sabendo que todas as nanoparticulas sao
bastante hidrofobicas, o primeiro teste consistiu em melhorar a superficie de contato en-
tre o material e amostra aquosa, para tanto, foram preparadas trés misturas com volume
de 5 mL contendo agua e acetonitrila nas propor¢oes de 10, 20 e 30 % respectivamente.
A essas misturas foram adicionadas pequenas quantidades da nanoparticula mais hidrofo-
bica (75TEOS:1C16), pois se ela se dispersar bem no meio aquoso, as demais apresentarao
comportamento semelhante.

Em seguida, o segundo teste consistiu em realizar uma extragao com cada uma das
nanoparticulas sintetizadas. Pra tanto, foi utilizada uma solugao estrogénica com 100 ug
L' de concentracdo em dgua:acetonitrila na proporcao de 90:10 % (vv ™). Trés aliquotas

de 25 mL dessa solugao foram transferidas para tubos Falcon e em cada tubo foi adicionado
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10 mg da amostra. Os tubos foram levados ao banho de ultrassom por 5 minutos. Apos
esse periodo, foi coletado 1 mL de solucao de cada um dos tubos, filtrados com filtro

seringa e levados para fazer as medidas em triplicata no cromatégrafo.

3.5.2 Analise de sobrenadante

Durante a etapa de otimizacao do processo de extracao foram coletadas aliquotas das
solucoes de trabalho apoés a etapa de extracao e separacao das nanoparticulas. Essas
amostras foram filtradas e posteriormente levadas para anélise por HPLC-DAD sob as

mesmas condigoes de medida das demais amostras.

3.5.3 Planejamento e otimizacao de experimentos

Com o intuito de conhecer o comportamento das nanoparticulas e assim determinar
a melhor condicao para a realizagdo das extragoes, foram realizados planejamentos de
experimentos cujos resultados foram tratados no programa STATISTICA versao 10 e
objetivos serao descritos a seguir.

O primeiro design de experimentos possuiu o maior nimero de fatores. Uma vez que
o comportamento das particulas eram desconhecidos, decidiu-se avaliar sete variaveis que
poderiam influenciar diretamente na eficiéncia da extragao. Como o niimero de varidveis
era grande, optou-se pela realizacao de um planejamento fatorial fracionado, visto que
um fatorial completo resultaria em muitos ensaios que produziriam respostas com pouca
significancia estatistica, portanto a fracao escolhida foi: 2};3. Os fatores e seus respectivos
niveis estudados podem ser vistos na Tabela 3.3 e as condigoes fixas dos ensaios sao as

seguintes:

e Volume de amostra: 25 mL;

Concentracdo da amostra: 50 mg L'

Assistida por: banho de ultrassom;

Solvente para elui¢ao: metanol;

Volume de solvente de eluicao: 1,8 mL;
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e Tempo de extracao: 10 minutos;

e Tempo de elui¢ao: 10 minutos.

Tabela 3.3 — Fatores estudados no planejamento fatorial fracionado 2;‘73.

Fatores -1 +1

Solvente Agua Agua com 10 % de metanol
Massa SDS (mg mL™) 0,50 1,50

Tempo (min) 10 20

Temperatura (°C) 40 50

Massa de NaCl (g) 3,0 5,0

Massa de NP (mg) 5,0 10,0

Tipo de NP (mL de TEOS) 0,5 1,0

O experimento presenta na Tabela 3.4 foi realizado com foco em escolher as melhores

condic¢oes no processo de eluicao.

Tabela 3.4 — Fatores estudados no primeiro planejamento fatorial completo 22.

Fatores -1 +1
Solvente para eluigao Acetonitrila  Agua:metanol (50:50 %)
Tempo de dessor¢ao (min) 5 10

Para avaliar se a condicao escolhida no planejamento anterior é a melhor, foi realizado
um novo experimento comparando a condi¢ao escolhida anteriormente com uma nova, os

fatores estudados estao dispostos na Tabela 3.5.

Tabela 3.5 — Fatores estudados no segundo planejamento fatorial completo 22.

Fatores -1 +1

Solvente para eluigao Agua:metanol (50:50 %) Agua:metanol (25:75 %)

Tempo de dessorgao (min) 5 10
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Por fim, foi feito mais uma comparacao nas condi¢oes de eluicao, onde os fatores

comparados estao dispostos na Tabela 3.6.

Tabela 3.6 — Fatores estudados no terceiro planejamento fatorial completo 22.

Fatores -1 +1
Solvente para elui¢ao Metanol Agua:metanol (25:75 %)
Tempo de dessorgao (min) 5 10

O ultimo planejamento realizado teve foco em simplificar a etapa de extracao, os
resultados obtidos nessa avaliagao pode viabilizar a mudanca do procedimento escolhido

inicialmente e garantir melhores condigoes nas medidas dos ensaios. Os fatores estudados

nesse planejamento estao apresentados na Tabela 3.7.

Tabela 3.7 — Fatores estudados no planejamento fatorial completo 2.

Fatores -1 +1

Tipo de NP 50TEOS:1C16 50TEOS:2C16
Solvente para dispersao das nanoparticulas Metanol Etanol

Massa SDS (mg mL™!) 0 0,25

3.6 Validacao do método HPLC-DAD

A validagao do método foi realizada seguindo os parametros de qualidade analitica

descritos no Capitulo 2 na Segao 2.5.

3.6.1 Seletividade

A seletividade foi avaliada pela comparacao de trés cromatogramas:

- Solugao de trabalho mista dos padroes estrogénicos com a mesma concentragao de

todos os analitos;

- Amostra de agua fortificada com estrogénios;

- Amostras de dgua sem fortificacao.
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3.6.2 Linearidade e faixa de concentracgao

A linearidade do método foi avaliada através do método de padronizagao externa
baseado na correlacao do sinal analitico com os n niveis de concentracao dos analitos.
Neste caso, o sinal medido no instrumento é a area dos picos cromatograficos, sendo
utilizada a area média de pelo menos trés replicatas para cada nivel de concentragao. A
ANVISA ™I recomenda um coeficiente de correlacio linear de 0,99 para o ajuste ideal dos
dados.

As concentragoes das solugoes contendo os estrogénios para obtengao das curvas ana-

liticas foram de 10, 25, 75, 100, 250, 500, 750, 1.000, 1.250 e 1.500 ug L.

3.6.3 Limite de deteccao e de quantificacao

Os limites de deteccao e de quantificagdo foram estimados a partir da menor con-
centracdo da faixa linear (10 pug L™'). Foram realizados 21 ensaios para o calculo do
desvio padrao da resposta obtida no instrumento e a estimativa foi realizada seguindo a

recomendacao discutida na Subsegao 2.5.3.

3.6.4 Exatidao

A exatidao do método desenvolvido foi avaliada a partir da realizagao do ensaio de
recuperacao como descrito na Subsecao 2.5.4. As amostras de dgua foram fortificadas
diluindo uma solucao mista de trabalho gerando trés niveis de concentragao, 75, 250 e

750 pg L' para todos os estrogénios. Cada amostra foi analisada em triplicata.

3.6.5 Precisao

A avaliacao da precisao foi realizada por meio do teste de repetibilidade em quatro
niveis de concentragao diferentes a fim de estimar o coeficiente de variagao (CV). Para

tanto, foram executadas sete determinagoes nas seguintes condigoes:

- Sete determinagdes em um nivel baixo contendo quatro horménios (25 ug L™).

- Sete determinagdes no segundo nivel com uma mistura de quatro estrogénios (75 ug

LY.
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- Sete repeticdes do nivel 3 contendo quatro estrogénios (250 ug L™1).

- Sete repetigoes do nivel mais alto com uma mistura de quatro hormoénios (750 ug

LY.

Todas as determinacoes foram efetuadas no mesmo instrumento, pelo mesmo analista
e em um intervalo de tempo pequeno. A precisao intermediaria foi executada com as
mesmas sete determinacoes nos quatro niveis de concentracao distintos em quatro semanas

diferentes.



CAPITULO

4

RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1 Caracterizagcao das nanoparticulas

4.1.1 Espectroscopia de absorcao na regiao do infravermelho com

transformada de Fourier (FT-IR)

Os espectros de FT-1R das nanoparticulas sintetizadas sao apresentados na Figura 4.1.
As bandas encontradas na regido abaixo de 900 cm™' sdo normalmente associadas a liga-
¢oes do tipo metal-oxigénio (M—0), sendo assim, a banda observada em aproximadamente
630 cm ™! pode ser atribuida a vibracdo da ligacdo Fe-O da magnetita, outras observadas

I estao relacionadas ao estiramento simétrico

em aproximadamente 578, 800 e 950 cm™
de Si—O-Fe, Si—O-Si e assimétrico Si—O respectivamente. A banda larga encontrada na
regido de 1090 cm™! também é proveniente do estiramento assimétrico da ligacdo Si-O,
confirmando a presenca do TEOS no s6lido®3°8:86:87],

Bandas encontradas entre 1398 e 1635 cm ™' estdo relacionadas ao estiramento da
ligacao C—H e a deformacao angular HO-H proveniente da umidade presente nas amostras.
As bandas observadas entre 2339 e 2374 cm ™! sdo atribuidas aos grupos funcionais ~CH,

1

—CH; e —CH3, adicionalmente, as bandas centradas em 2852 e 2926 cm™ " sao atribuidas

a vibracao simétrica de ~CHy e assimétrica de ~CHj provenientes da funcionalizagao
realizada no material com C16, TVS e do end capping realizado com TMS [?3:58:86:87]

Por fim, destaca-se ainda a presenca de uma banda na regido de 3400 cm™ ' referente
ao modo vibracional de estiramento de fons hidroxila e moléculas de 4gua, presentes na
superficie dos materiais[°3°%86:87),

Mediante a observagao das bandas presentes nos espectros foi possivel destacar algu-
mas tendéncias dos materiais sintetizados. As amostras das nanoparticulas 25TEOS:1C16,
50TEOS:1C16 e 75TEOS:1C16 apresentaram bandas de estiramento assimétrico da liga-
¢ao Si—O com intensidades crescentes concordando com o aumento na proporgao de TEOS
utilizada na sintese. A amostra 50TEOS:2C16 apresenta bandas atribuidas & vibragao si-
métrica de ~CH, e assimétrica de ~CHj em 2852 e 2926 cm ™! com o dobro da intensidade

em comparacao com a amostra de 50TEOS:1C16 indicando a possibilidade de maior fun-

cionalizagao e consequente obtencao de um material com carater hidrofébico. As demais
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nanoparticulas foram sintetizadas com o objetivo de diminuir a disponibilidade de grupos
silanois de superficie, sendo assim, foi possivel observar uma reducao na intensidade da
banda referente ao estiramento de ions hidroxila na regidao de 3400 cm™', indicando a
obtengao de um material com as caracteristicas desejadas. Em decorréncia da sintese de
materiais com grupos silandis pouco disponiveis, também se obtém nanoparticulas com
caracteristicas hidrofobicas.

Sendo assim, é importante destacar que nanoparticulas estudadas foram sintetizadas a
partir uma modificagao no procedimento original, onde todas as etapas sao feitas sequen-
cialmente e sem isolar o produto de cada uma delas, com isso foi possivel desenvolver um
método de sintese simples, rapido e de menor custo, uma vez que a demanda de reagentes

na produgao é menor.
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Figura 4.1 — Espectros de FT-IR das nanoparticulas sintetizadas.
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4.1.2 Espectrometria de raios X por dispersao de energia

Os resultados obtidos na analise elementar das nanoparticulas estao apresentados na
Tabela 4.1, com eles confirma-se a presenca de ferro e silicio identificados nos graficos
de infravermelho. Destaca-se ainda que a banda referente & vibracao da ligacao Fe—O
de alguns espectros aparecem com menor intensidade no infravermelho, o que pode ser
explicado pela propor¢ao menor de ferro frente aos demais componentes do material que,
em geral, diminui a medida que se aumenta a proporc¢ao de recobrimento e funcionalizacao.

Além dos componentes majoritarios também estao presentes os éxidos de enxofre e
de manganés que sao provenientes de possiveis contaminagoes presentes nos reagentes

utilizados na sintese das nanoparticulas.

Tabela 4.1 — Anélise elementar por fluroscéncia de raios X das nanoparticulas sintetizadas.

Si Fe S Mn

% (m m)
25TEOS:1C16 48 48 4 <1
50TEOS:1C16 62 35 4 <1
75TEOS:1C16 D 22 3 <1
50TEOS:2C16 68 26 6 <1
50TEOS:1C16:1TVS 68 28 4 <1
50TEOS:1C16:2TVS 72 24 3 <1
50TEOS:1C16:05TMS 64 32 5 <1
50TEOS:1C16:1TMS 58 36 5 <1
50TEOS:1C16:2TMS 62 32 6 <1

4.2 Otimizacao do processo de extracao

4.2.1 Extracao assistida por ultrassom
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De acordo com as observacgoes feitas nos primeiros testes de dispersao e de extragao
apresentadas no Apéndice A, decidiu-se partir para os planejamentos de experimentos
como forma de conhecer o comportamento dos materiais sintetizados estudando diversos
fatores que podem influenciar no processo simultaneamente e assim garantir a melhor efici-
éncia de extracao possivel. O primeiro design de experimentos foi desenvolvido de acordo
com os parametros descritos na Segao 3.5 cujos fatores estudados foram apresentados na
Tabela 3.3.

A Tabela 4.2 traz a matriz de respostas obtidas para cada um dos analitos no pla-
nejamento fatorial fracionado 2;;3. Aqui a resposta avaliada nao foi mais o percentual

de extracao, mas sim o percentual de recuperacao, ou seja, a quantidade que foi possivel

retirar das nanoparticulas apos a extracao.



Tabela 4.2 — Matriz de resposta para os quatro estrogénios no planejamento fatorial fracionado 2;‘_,3.

Ensaio Solvente SDS (mg mL™') Tempo (min) Temperatura (°C) NaCl (g) Massa NP (mg) Tipo NP E3 E2 EE2 E1l
%
1 Agua 0,50 10 40 3 ) 25TEOS:1C16 2,9 153 17,1 20,3
2 Agua:10%MetOH 0,50 10 40 ) ) 50TEOS:1C16 14 78 95 13,7
3 Agua 1,50 10 40 ) 10 25TEOS:1C16 6,6 14,8 12,1 239
4 Agua:10%MetOH 1,50 10 40 3 10 50TEOS:1C16 4.6 84 11,7 151
5 Agua 0,50 20 40 5 10 50TEOS:1C16 7,1 546 592 687
6 Agua:10%MetOH 0,50 20 40 3 10 95TEOS:1C16 7,7 384 144 24,1
7 Agua 1,50 20 40 3 5 50TEOS:1C16 12,7 32,8 33,9 344
8 Agua:10%MetOH 1,50 20 40 5 ) 25TEOS:1C16 6,1 184 13,0 20,0
9 Agua 0,50 10 50 3 10 50TEOS:1C16 11,2 58,2 52,6 51,9
10 Agua:10%MetOH 0,50 10 50 5 10 95TEOS:1C16 7,7 182 16,6 174
11 Agua 1,50 10 50 ) 5 50TEOS:1C16 4,1 61,9 149 185
12 Agua:10%MetOH 1,50 10 50 3 ) 26TEOS:1C16 5,9 124 39 9,1
13 Agua 0,50 20 50 5 5 95TEOS:1C16 7.4 293 40,7 44,3
14 Agua:10%MetOH 0,50 20 50 3 ) 50TEOS:1C16 2,6 10,2 11,2 10,7
15 Agua 1,50 20 50 3 10 26TEOS:1C16 34,5 55,3 68,7 55,3
16 Agua:10%MetOH 1,50 20 50 ) 10 50TEOS:1C16 89 22,1 18,7 20,5

7
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A partir das respostas, foi possivel calcular os efeitos para cada fator e suas intera-
¢oes. Como o experimento nao foi realizado em duplicata, nao é possivel afirmar quais
fatores sao estatisticamente significativos, mas apontar indicios de maior influencia sobre
0s ensaios.

Considerando-se o objetivo de obtencao das melhores condi¢oes experimentais de ex-
tracao para todos os analitos, é possivel que algumas decisoes sejam distintas para uma
das substancias de estudo.

O gréfico de Pareto dos efeitos para cada um dos hormonios estudados etao apre-
sentados na Figura 4.2. De forma geral, é possivel perceber que os fatores principais:
solvente, tempo e massa de nanoparticula apresentam a maior influéncia para trés dos
analitos. Para E2 existem duas interagoes entre solvente e outros fatores que se mostram
mais importantes que os fatores citados anteriormente, porém, como estes nao apresentam
grande importancia para os demais analitos optamos por retira-los da matriz de planeja-
mento e recalcular os resultados como se houvéssemos realizado um planejamento fatorial
23 completo e com duplicata.

Pareto Chart of Effects; Variable: E3 Pareto Chart of Effects; Variable: E2

2**(7-3) design 2%(7-3) design
DV E3 DV E2
NP D < 559509 | (1)Soivente -23,3036
(3Tempo L - 5319351 1by7 D -16.4485
(soberte — O3 toys 121052
1bys I 4 510456 NP ]10,24081
(2)sDs D 4 417512 2byd |o.718208
(@)Temp. D 4, 146931 @Temp 9654358
(5)NaCl D -4,10704 (3)Tempo -8,014612
1by3 N -3 56658 (7)Tipo NP %zm
(7)Tipo NP 0-32742 vaf 320848
Lby2 J-2.8848 tby2 b ]-266737
1by4 279519 wy3f 2553
1by 6 -2,42561 @spsf]-7e0209
) — ] S—
voa | ]974165 (@)NaCl F—]-485687
1by7 [ |7836169 ysE 232612
00 05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 B0 65 5 0 5 10 15 20 25 30
Effect Estimate (Absolute Value) Effect Estimate (Absolute Value)
Parete Chart of Effects; Variable: EE2 Pareto Chart of Effects; Vanable: E1
2*(7-3) design 2*(7-3) design
DV: EE2 DV:E1
(1)Solvente D 25,0176 (1)Solvente 23,3566
(3)Tempo D] - 1516885 (3)Tempo ]-1350734
(6)Massa NP D 13,71742 (6)Massa NP 1327768
1by3 D128 1by3 -8,51765
1by6 777074 w7 33283
(4)Temperatura 7,068535 1by2 6,482646
1by4 -6,62067 1by7 -5,05545
(2)SDS -5,555 1by4 -4,75076
1by2f 4438578 1by5 2,39128
GNaclE__ ]-asts12 (MTpoNPE__ ]2370045
v ]3am88 2pyat 1548988
(7)Tipo NP 3,149178 (4)Temperatura 9319173
1by7 -2,35415 (3)Nacl ,7630827
2bys %‘szma 124 - 516956
5 [] 5 10 15 20 25 30 -5 0 5 10 15 20 25 30

Figura 4.2 — Gréfico de Pareto dos efeitos para os quatro estrogénios no planejamento fatorial

. 7—3
fracionado 2y,”.

Effect Estimate (Absolute Value)

Effect Estimate (Absolute Value)
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A nova matriz de planejamento com suas respectivas respostas estao apresentadas na

Tabela 4.3.

Tabela 4.3 — Matriz de resposta para os quatro estrogénios no planejamento fatorial completo

23 recalculado.

Ensaio Bloco Solvente Tempo (min) Massa NP (mg) E3 E2 EE2 E1l
%
1 1 Agua 10 5 29 153 17,1 20,3
2 1 Agua:10%MetOH 10 5 14 78 95 137
3 1 Agua 20 5 12,7 32,8 33,9 344
4 1 Agua:10%MetOH 20 5 6,1 184 13,0 20,0
5 1 Agua 10 10 6,6 14,8 12,1 239
6 1 Agua:10%MetOH 10 10 46 84 11,7 15,1
7 1 Agua 20 10 7,1 546 592 687
8 1 Agua:10%MetOH 20 10 77 384 144 241
9 2 Agua 10 5 41 61,9 14,9 185
10 2 Agua:10%MetOH 10 5 50 124 39 91
11 2 Agua 20 5 74 293 40,7 44,3
12 2 Agua:10%MetOH 20 5 2,6 102 11,2 10,7
13 2 Agua 10 10 11,2 582 52,6 51,9
14 2 Agua:10%MetOH 10 10 77 182 166 174
15 2 Agua 20 10 34,5 55,3 68,7 553
16 2 Agua:10%MetOH 20 10 89 221 187 205

Novamente, foram gerados os graficos de Pareto (Figura 4.3) a partir do calculo dos

efeitos para cada um dos analitos e avaliando os gréficos, podemos destacar o seguinte:

e Nenhum dos fatores estudados foram significativos para garantir uma boa recupe-
racao do estriol, portanto, foi assumido que as condi¢oes adotadas para os demais

analitos também servirao para ele;

e Apenas o solvente em que a amostra foi preparada mostrou-se estatisticamente

significativo para o 175 -estradiol;

e Para os demais analitos, os trés fatores estudados foram considerados estatistica-

mente significativos.
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Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: E3 Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: E2
2"%(3-0) design; MS Residual=47,16016 2*%(3-0) design; MS Residual=255,6895
DV:E3 DV:E2

(3)Massa de NP ‘ 1648272 (1)Solvente -~2 91471
1,549177 (3)Massa de NP 1,280854
(1)Solvente |4 51214 2by3 1,215525
1by2 -1,12608 (2)Tempo 1,002435

1by3 -,70642 1by2 3193187

4918769 1by3 084034

p=05 p=05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value) Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

(2)Tempo

2by3

N

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: EE2 Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: E1
2"%(3-0) design; MS Residual=108,3267 2"*(3-0) design; MS Residual=66,31543
DV: EE2 DV-E1

(2)Tempo |2,9M841 (2)Tempo ]3.3'7359

(3)Massa de NP ‘2,635936 (3)Massa de NP |3.260955

1by2 -2,16756 1by2 -2,09191
1by3 -1,49322 1by3 -1,80092
2by3 3507574 2by3 3804264

p=05 =05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value) Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 4.3 — Gréficos de Pareto dos efeitos para os quatro estrogénios no planejamento fatorial

completo 2° recalculado.

Diante dessas observagoes, foi possivel fixar os niveis em que os fatores estudados
fornecerao os maiores percentuais de recuperacao. Para interpretar os resultados dos
graficos de Pareto, é necessario compreender que se uma barra apresenta um valor po-
sitivo considera-se que ha ganho de resposta quando ha a troca do nivel inferior pelo
nivel superior de um determinado fator e o contrario quando uma barra possui um valor
negativo.

Comecando pelos fatores estatisticamente significativos, o solvente para o preparo das
amostras que apresentou o melhor resultado para todos os analitos foi a d4gua pura, sem
adicao de solvente organico. Uma possivel explicacao para esse comportamento é que foi
utilizado o dodecil sulfato de sddio (SDS) para promover a dispersao das nanoparticulas na
amostra, dispensando o emprego do solvente metanol. O tempo em que as nanoparticulas
ficaram em contato com as amostras e garantiu melhor resultado foi o de 10 minutos. Por
fim, a massa de nanoparticula utilizada, que resultou na obtencao de maiores percentuais
de recuperagao foi de 10 mg.

Os demais fatores que nao apresentaram significancia para nenhum dos analitos foram

fixados da seguinte forma:
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e Fator 2 - SDS: apresentou melhores resultados utilizando a massa de 0,5 mg ml™*
exceto para o estriol, mas como dito anteriormente, foram escolhidos os niveis que

se mostraram mais vantajosos para a maioria dos analitos;

e Fator 4 - Temperatura: para todos os estrogénios os melhores resultados obtidos
foram com a temperatura de 40 °C, foi observado que ao esquentar a amostra havia
desprendimento de vapores ao abrir os frascos podendo levar a perdas, além disso,
notou-se a formacao de produtos de degradagao nos cromatogramas, portanto, as
extracoes foram realizadas em temperatura ambiente, uma vez que esse fator nao é

significativo para nenhum dos analitos;

e Fator 5 - NaCl: o cloreto de sdédio empregado para promover o efeito salting out™
obteve melhores resultados utilizando a menor quantidade de massa: 3 g, exceto
para a estrona, mas como o efeito nao foi significativo e optou-se por retira-lo do
experimento visto que a presenga do sal nos ensaios podem prejudicar a coluna

cromatografica;

e Fator 7 - Tipo de nanoparticula: as amostras de nanoparticulas empregadas no
experimento foram as que obtiveram o melhor e o pior resultado no primeiro teste,
este experimento confirmou o que havia acontecido anteriormente, a melhor amostra

de nanoparticula a ser usada nas extragoes é a 50TEOS:1C16, exceto para estriol.

Em resumo ao que foi discutido acima, a Tabela 4.4 mostra os niveis de cada fator

fixados para os estudos subsequentes.

*Promove o aumento da forca idnica do meio, e como consequéncia, ocorre a diminuicao da solubilidade

de moléculas orgénicas em meio aquoso levando-as a migrarem para o meio organico 1381,
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Tabela 4.4 — Resultado dos niveis fixados no planejamento fatorial fracionado 2;‘73.

Fatores Niveis fixados

Solvente Agua
Massa SDS (mg mL™') 0,5

Tempo (min) 10
Temperatura (°C) Ambiente
Massa de NP (mg) 10

Tipo de NP 50TEOS:1C16

Em seguida, os estudos foram direcionados a melhorar as condi¢oes de eluicao dos
analitos apos a extracdo. Foram realizados dois planejamentos 2* nos quais as condicoes
de extracao foram mantidas fixas de acordo com o resultado obtido no planejamento
fatorial fracionado e as condigoes varidveis mostradas nas Tabela 3.4 e Tabela 3.5.

A matriz de respostas (Tabela 4.5) foi gerada a partir dos resultados obtidos pelo
planejamento que compara acetonitrila e uma mistura de agua e metanol na proporc¢ao
de 50 % (v v ') como eluentes e o tempo de eluicdo. Os resultados obtidos para o 17/-
estradiol nao serao apresentados para esse experimento, uma vez que a presenca de um

sinal interferente em um dos ensaios comprometeu as respostas deste analito.

Tabela 4.5 — Matriz de resposta para os analitos no planejamento fatorial 22.

Ensaio Solvente Tempo (min) E3 EE2 E1l
%

1 ACN 5 0,62 22,9 344

2 Agua/ MetOH (50:50 %, vv™') 5 6,16 44,8 43,5

3 ACN 10 051 13,0 27,5

4 Agua/ MetOH (50:50 %, v v™') 10 7,07 46,6 45,6

Com o auxilio dos graficos de Pareto (Figura 4.4) foi possivel observar que, para
todos os analitos estudados, o solvente que apresentou melhor desempenho na eluicao foi

a mistura de agua e metanol.
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Pareto Ghart of Effects; Variable: EE2
27%(2-0) design
DV: EE2

DV:E3
(1)Solvente -6‘049358 (1)Solvente -27 79985
1by2 5119132 1by2 5,896081
(2)Tempo (min) ,3955868 (2)Tempo (min) -4,0026
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(2)Tempo (min)

230413
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Figura 4.4 — Graficos de Pareto dos efeitos para os estrogénios no planejamento fatorial 22.

A interacao entre tipo de solvente e tempo de elui¢ao foi o segundo efeito mais impor-

tante, por este motivo nao foi possivel interpretar o efeito do tempo separadamente. Para

tanto, foi necessario avaliar o grafico de médias para a interagao dos efeitos (Figura 4.5).
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Figura 4.5 — Gréficos de médias para interacao dos efeitos entre os fatores solvente e tempo.

Como é possivel observar, para os trés analitos estudados o melhor desempenho na

etapa de eluigao foi obtido no ensaio em que os dois fatores (solvente e tempo) estao no
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nivel superior, ou seja, a mistura de 4gua e metanol na proporgao de 50 % (v V_l) como
eluente e dez minutos de eluicao.

Devido aos percentuais de recuperagao relativamente baixos, a partir deste experi-
mento foram analisadas também aliquotas de sobrenadante coletadas apos a realizacao
das extracoes a fim de investigar o potencial de extracao das nanoparticulas sintetizadas.
Estes estudos permitiram avaliar a repetibilidade das extracoes, além do percentual dos
analitos que foram efetivamente retirados das solugoes de trabalho.

Avaliando as quantidades dos estrogénios presentes no sobrenadante (Tabela 4.6)
percebe-se que os percentuais de extracao sao superiores a 70 %, exceto para estriol sempre
com menores percentuais tanto para a extragdo quanto na recuperacao. Este fato pode
indicar pouca afinidade do hormonio com a nanoparticula, sabendo que a funcionalizagao
confere ao material um carater apolar e que o estriol, dentre os estrogénios estudados, é
0 que possui maior carater polar devido ao maior nimero de grupos hidroxila presentes
em sua estrutura. Além disso, destaca-se que possivelmente a extracao nao esta sendo
reprodutivel, uma vez que as condigoes empregadas nesta etapa foram as mesmas para
todos os ensaios e os percentuais de estrogénios presentes no sobrenadante sao diferentes,
fendmeno que possivelmente esta relacionado a dificuldade de manter a intensidade da
radiacdo ultra-sonica igual para todos os ensaios® tendo em vista que a intensidade da

radiacao é diferente em cada ponto do banho de ultrassom.

Tabela 4.6 — Percentual dos analitos presentes nas solugoes de trabalho apés a extracao.

Percentual presente no sobrenadante

Ensaio E3 EE2 E1l
%

1 62,5 4,5 27,9

2 54,3 10,5 10,4

3 81.4 15,3 28,1

4 61,1 9,1 12,1

Destaca-se ainda que ao somar a quantidade dos analitos que foram eluidos aos que
permaneceram na solugao de trabalho apds a extracao (Tabela 4.7) nao é possivel re-

compor o valor de 100 %, fato que pode indicar a presenca de interacoes mais fortes entre
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a superficie da nanoparticula e os hormonios.

Tabela 4.7 — Somatorio dos percentuais de recuperacao e sobrenadante dos analitos.

Percentual total dos analitos

(recuperado + sobrenadante)

Ensaio E3 EE2 El
%

1 63,2 27,4 62,3

2 60,4 55,3 53,9

3 82,0 28,2 55,6

4 68,2 55,7 57,7

Uma vez que os analitos extraidos da nao foram completamente eluidos nos ensaios
anteriores, foi realizado um segundo planejamento modificando o solvente utilizado na
eluicdo com a finalidade de melhorar essa etapa do processo. Também foram utilizadas
como condicoes fixas na extragao as apresentadas na Tabela 4.4 e os fatores variaveis a
serem estudados foram apresentados na Tabela 3.5. Na Tabela 4.11 estao dispostos os

resultados obtidos no planejamento.

Tabela 4.8 — Matriz de resposta para os hormonios no segundo planejamento fatorial completo

22 que avaliou a eluicao dos analitos.

Ensaio Solvente Tempo (min) E3 E2 EE2 El
%

1 Agua/MetOH (50:50%, v v') 5 3,98 17,68 21,15 25,09

2 Agua/MetOH (25:75%, v v'') 5 3,76 18,09 27,78 29,82

3 Agua/MetOH (50:50%, v v=*) 10 4,39 15,52 18,07 22,40

4 Agua/MetOH (25:75%, v v™1) 10 597 3447 4471 46,30

Novamente, para ajudar na interpretacao dos dados, foram gerados os graficos de Pa-
reto (Figura 4.6) para cada um dos estrogénios. O comportamento de todos os hormoénios
foi semelhantes neste experimento, exceto para o estriol que apresentou maior influéncia

do tempo, obtendo melhor resultado de recuperacao com 10 minutos de dessorcao. Os
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demais analitos sofrem maior influéncia do solvente, garantindo maior eficiéncia na eluicao
com a mistura de dgua/metanol 25:75 % (v v™'), uma vez que a concentragao maior de
metanol garante a presenca de grupos hidroxila capazes de disputar os estrogénios com
a superficie das nanoparticulas que possuem grupos silanéis!””, que possivelmente estdo

interagindo de forma mais forte com os analitos.

Pareto Chart of Effects; Variable: E3 Pareto Chart of Effects; Variable: £2
2"*(2-0) design 2"*(2-0) design
OV-E3 oV:E2

o -1'30"3‘ o 3%73'
1by2 8953666 1by2 - 9,267132
(1)Solvente 6773509 (2)Tempo 7,104819

06 07 08 09 10 11 12 13 14 65 70 75 80 85 9.0 95 100
Effect Estimate (Absolute Value) Effect Estimate (Absolute Value)

Pareto Chart of Effects; Vaniable: EE2 Pareto Chart of Effects; Variable: E1
2"(2-0) design 2"%(2-0) design
DV: EE2 OV:E1

e -‘6 e _14‘3‘022

1by2 10,0159 1by2 9,58559

(2)Tempo 6,927869 (2)Tempo 6,897101

5 6 7 8 9 10 M 12 13 14 15 16 17 18 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16
Effect Estimate (Absolute Value) Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 4.6 — Graficos de Pareto dos efeitos para os estrogénios no segundo planejamento fatorial

completo 22.

Como o segundo efeito mais importante para os resultados obtidos foi o de interagao
dos dois fatores, para determinar o melhor nivel a ser utilizado de cada um dos fatores,
foi necessario avaliar os graficos de médias (Figura 4.7). Avaliando as interagoes dos
fatores apresentadas nos gréaficos de médias para todos os horménios, é possivel afirmar
que as condig¢oes que garantem melhor eficiéncia no processo de dessorgao é a utilizagao

da mistura de agua/metanol 25:75 % (v v') e 10 minutos de eluigdo.



65

6,0

55

50

E3

45

40

35

50

EE2

&~ Tempo 5
-8~ Tempo 10

I—t

40

35

30

20

Agua: MetOH 50:50 Agua: MetOH 25:75
Solvente

-~ Tempo 5
-8~ Tempo 10

-6 Tempo §
-&- Tempo 10

50

45

40

30

25

Agua: MetOH 50:50 Agua: MetOH 25:75
Solvente

20

Agua: MetOH 50:50 Agua: MetOH 2575
Solvente

-~ Tempo 5
- Tempo 10

/

d

Agua: MetOH 50:50 Agua: MetOH 25:75
Solvente:

o1

Figura 4.7 — Graficos de médias para interacdo dos efeitos entre os fatores solvente e tempo

para os estrogénios.

Comparando os percentuais de sobrenadante presente nos ensaios deste planejamento

(Tabela 4.9) com os obtidos no anterior é possivel destacar uma reducdo na eficiéncia

da extracao, visto que as quantidades dos analitos presentes na solucao de trabalho sao

maiores do que as quantidades encontradas nos ensaios anteriores. Destaca-se ainda que as

condicoes da extracao foram as mesmas nos dois planejamentos, o que reforca a observacao

feita anteriormente de que o processo de extracao nao foi reprodutivel.

Tabela 4.9 — Percentual de estrogénios presentes nas solugoes de trabalho apos a extracao.

Percentual presente no sobrenadante

Ensaio E3 E2 EE2 E1l

1 80,7 6,56 12,3 30,7
2 85,8 20,9 23,0 36,9
3 79.4 12,2 17,7 25,3
4 80,8 57,9 14,7 17,2
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Novamente, ao analisar a soma dos percentuais de recuperacao e remanescente na solu-
cao de trabalho, Tabela 4.10, percebe-se que uma quantidade consideravel das substan-
cias de estudo permaneceram aderidas na superficie das nanoparticulas, em concordancia

com as observacoes feitas na discussao do planejamento anterior.

Tabela 4.10 — Soma percentual dos valores de recuperagao e sobrenadante dos analitos apds o

processo de extracao.

Percentual total dos analitos

(recuperado + sobrenadante)

Ensaio E3 E2 EE2 El

%

84,7 24,2 335 558
89,5 39,1 50,8 66,3
83,8 27,7 358 477
86,7 924 594 635

= W N =

Interpretando os resultados, observou-se que a condigao de eluicao que garante a me-
lhor eficiéncia na etapa de eluigdo dos analitos é a utilizagdo da mistura de 4gua/metanol
25:75 % (v v') como solvente e tempo de dez minutos.

Durante os testes foi observado que o procedimento assistido por ultrassom prejudica a
eficiéncia da propriedade magnética do material uma vez que ap6s o processo de extracao
torna-se dificil a separagao das nanoparticulas com o auxilio do ima, além disso, o processo
nao apresenta resultados reprodutiveis, mesmo mantendo as condi¢oes de extracgao fixas.

Como forma de aprimorar o processo, foi proposto o estudo da utilizagao da agitacao
magnética para avaliar se a extracao tera respostas estaveis, e ainda, apresentara melhores

resultados de recuperacao.

4.2.2 Extracao assistida por agitacao magnética

Iniciando o estudo da extracao assistida por agitacdo magnética, foi realizado um

novo planejamento de experimentos com foco em melhorar o processo de eluicao. Para
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tanto, foi desenvolvido o planejamento descrito na Tabela 3.6 novamente utilizando as

condicoes de extracao apresentadas na Tabela 4.4. Os resultados de recuperacao obtidos

estao dispostos na matriz de respostas presente na Tabela 4.11.

Tabela 4.11 — Matriz de resposta para os analitos no terceiro planejamento fatorial 22.

Ensaio Solvente Tempo (min) E3 E2 EE2 E1l
%

1 Metanol 5 7,0 36,0 524 53,6

2 Agua:metanol (25:75 %, v/v) 5 54 31,2 46,1 49,0

3 Metanol 10 68 363 508 53,9

4 Agua:metanol (25:75 %, v/v) 10 74 39,1 52,9 583

A primeira observagao a ser feita é que mesmo que as nanoparticulas sofram uma

pequena adesao & barra magnética usada na agitagao, em comparacao com os percentu-

ais de recuperacao obtidos nas extragoes realizadas com ultrassom, a recuperacgao obtida

nas extracao assistida por agitacao magnética evidenciou uma melhoria consideravel, re-

presentando um aumento de 100 % em alguns ensaios. Destaca-se ainda que o processo

de separacao das nanoparticulas com o auxilio do ima tornou-se mais eficiente quando

a extracao é assistida por agitagao magnética, corrigindo o problema encontrado com a

utilizagao do ultrassom, a perda de resposta magnética, reduzindo o tempo de separacao

de 15 para 1 minuto em média, resultado que contribui para a reducao significativa do

tempo total de preparo das amostras.

Novamente foram gerados os graficos de Pareto (Figura 4.8) considerando os dados

de recuperagao obtidos a partir desses ensaios.
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Figura 4.8 — Gréficos de Pareto dos efeitos para os estrogénios no terceiro planejamento fatorial

22,

Avaliando os hormonios 173-estradiol e estrona, o efeito do tempo de elui¢ao exerceu

maior influéncia no processo, garantindo melhor resultado quando a eluigao foi realizada

com dez minutos. Para os demais estrogénios esse fator foi avaliado em conjunto com

o efeito do solvente, uma vez que o efeito de interacao dos dois fatores mostrou maior

influéncia no processo frente aos demais. A avaliacao da interacao desses efeitos foi feita

mediante a interpretagao dos graficos de médias de cada um dos estrogénios, apresentados

na Figura 4.9.
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Figura 4.9 — Gréficos de médias para interacao dos efeitos entre os fatores solvente e tempo.

De acordo com as respostas obtidas nos ensaios, a melhor combinacao de fatores é a
manutencdo da misturas de solventes dgua/metanol 25:75 % (v v~ ') para a eluicdo e o
tempo de dez minutos para todos os analitos, confirmando as afirmagoes feitas anterior-
mente com base nos gréaficos de Pareto.

Ao analisar os percentuais dos analitos ainda presentes no sobrenadante (Tabela 4.12)
apos a extragao assistida por agitacao magnética, percebe-se que as quantidades rema-
nescentes dos analitos na solucao de trabalho diminuiram em média pela metade exceto
para E3 que reduziu em média 2 %, ou seja, a extracao se mostrou mais eficiente.

Destaca-se ainda que o processo tornou-se reprodutivel, tendo em vista que todos
os ensaios foram realizados sob as mesmas condigoes de extragao e as quantidades dos

analitos ainda presentes na solugao de trabalho tornaram-se mais estéveis entre os ensaios.
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Tabela 4.12 — Percentual de hormoénios presentes nas solucoes de trabalho apoés o processo de

extracao.

Percentual presente no sobrenadante

Ensaio E3 E2 EE2 E1l
%

1 78.9 3,4 9,1 15,1

) 81,6 3,5 8,4 16,4

3 79,5 11,0 12,0 16,4

4 76,4 3,0 7,6 13,8

Adicionalmente, serao apresentados na Tabela 4.12 os dados percentuais recuperados
somados aos remanescentes na solucao de trabalho e novamente é possivel afirmar que
parte dos analitos extraidos permaneceram aderidos a superficie das nanoparticulas, visto
que estes valores nao atingem 100%.

Em comparagao com os dados apresentados na Tabela 4.10, o somatoério dos percen-
tuais de recuperagao e sobrenadante do presente experimento sdo maiores(Tabela 4.13),

uma vez que o processo de eluicao se tornou mais eficiente.

Tabela 4.13 — Soma dos percentuais de recuperagao e remanescente nas solucoes de trabalho

ap6s o processo de extragao.

Percentual total dos analitos

(recuperado + sobrenadante)

Ensaio E3 E2 EE2 E1l

%

859 394 615 68,7
87,0 34,7 545 654
86,3 474 62,8 70,3
838 42,1 60,5 72,1

= W NN =

Diante dos resultados obtidos neste experimento, as condi¢oes descritas na Tabela 4.14
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serao mantidas fixas para os demais testes.

Tabela 4.14 — Fatores escolhidos para o processo de extracao e eluicao

Fatores da extracao Niveis fixados

Massa SDS (mg mL™') 0,5

Tempo (min) 10

Temperatura (°C) Ambiente

Massa de NP (mg) 10

Tipo de NP 50TEOS:1C16

Fatores da eluigao Niveis fixados

Solvente Agua e metanol 25:75 % (v v
Tempo (min) 10

*Todo o procedimento foi realizado sob agitacao magnética.

A amostra de nanoparticula que obteve os melhores resultados até aqui possivelmente
possui uma superficie de recobrimento rica em grupos silanéis que podem estar sofrendo
interacoes fortes com parte dos estrogénios extraidos da solucao de trabalho impedindo
sua completa eluicao e consequente recuperagao. Visando melhorar esse resultado, foi
proposta a sintese de uma nova nanoparticula com o dobro de agente funcionalizante, a

fim de modificar o ambiente quimico de interagdo com os horménios.

4.2.2.1 Avaliacao da nanoparticula 50TEOS:2C16

O teste da nanoparticula 50TEOS:2C16 foi realizado empregando as condicoes de
extracao e eluicao apresentadas na Tabela 4.14. Os percentuais de recuperagao e das

quantidades ainda presentes na solucao de trabalho apos a extracao estao apresentados

na Tabela 4.15.
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Tabela 4.15 — Resultados percentuais obtidos no teste da nanoparticula 50TEOS:2C16.

E3 E2 EE2 El

%

Recuperagao 1,43 11,2 14,2 18,3
Remanescente 87,6 51,8 67,3 63,5

Total 89,0 62,9 81,5 81,7

Comparando a recuperagao obtida utilizando a nanoparticula 50TEOS:2C16 com a
recuperacao dos ensaios anteriores, realizados com as mesmas condi¢oes exceto pela utili-
zagao da nanoparticula 50TEOS:1C16, é possivel perceber que houve uma reducao média
de cerca de trés vezes, entretanto, para o estriol a reducao foi ainda maior, aproximada-
mente cinco vezes.

Adicionalmente, ao observar a quantidade de horménios ainda presentes na solugao de
trabalho apos a extracao também fica evidente a reducao na capacidade das nanoparticulas
de capturar as substancias, podendo chegar até vinte vezes de diminuicao.

Considerando que a nanoparticula usada possui o dobro de funcionalizacao das demais,
a causa da diminuicao da capacidade de extracao pode estar relacionada a impedimento
estérico desempenhado por grupos C16 sobre grupos silanéis, além disso, se as interacoes
entre os grupos silandis presentes na superficie do recobrimento e os analitos forem deter-
minantes para garantir uma melhor eficiéncia do processo, é natural que a redugao ocorra,
tendo em vista que estes grupos agora nao estariam tao acessiveis.

Assim como nos demais ensaios, ao somar os valores de recuperacao e a quantidade
remanescente na solucao de trabalho, destaca-se que parte dos analitos também sofreram
interacoes fortes com a nova nanoparticula, mas em escala menor.

Ainda buscando melhorar os resultados de extragao/recuperacao e entender melhor
o comportamento da nova nanoparticula foi realizado um novo design de experimentos
cujos fatores estudados foram apresentados na Tabela 3.7. Neste experimento foi feita
uma pequena modificagao no procedimento de extragao, para avaliar a influencia de uma
dispersao prévia das nanoparticulas em um solvente organico para posterior inserc¢ao na
solugao de trabalho.

A Tabela 4.16 apresenta os dados de recuperagao dos analitos para cada um dos
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ensaios. E importante destacar que os ensaios deste planejamento obtiveram percentuais
de recuperagao melhores que os tltimos testes.

Tabela 4.16 — Matriz de resposta para os quatro estrogénios no planejamento fatorial completo

23,

Ensaio Tipo de NP Solvente para SDS (mg mL™') E3 E2 EE2 E1

dipersao %
1 50TEOS:1C16  Metanol 0 153 52,6 56,6 51,1
2 50TEOS:2C16 Metanol 0 54 329 36,8 299
3 50TEOS:1C16 Etanol 0 88 50,7 52,9 425
4 50TEOS:2C16  Etanol 0 33 185 205 167
5 50TEOS:1C16  Metanol 0.5 27 34 289 275
6 50TEOS:2C16 Metanol 0,5 1,1 10,1 12,9 10,2
7 50TEOS:1C16  Etanol 0.5 22 204 270 20,0
8 50TEOS:2C16  Etanol 0.5 11 136 95 158

A partir do grafico de Pareto (Figura 4.10) é possivel afirmar que para todos os
analitos os fatores mais importantes sao o tipo de nanoparticula e a quantidade de SDS
usadas. A utilizacao da nanoparticula 50TEOS:2C16 apresenta uma menor capacidade
de recuperacao frente a 50TEOS:1C16, sendo esta a que atingiu os melhores resultados
de recuperagao deste design de experimentos e de ensaios realizados anteriormente.

Ao avaliar os efeitos para o SDS, fica evidente que a presenca de um solvente para
dispersar as nanoparticulas antes de coloca-las em contato com a solugao de trabalho dis-
pensa a utilizacao do surfactante de forma que para todos os analitos, o melhor percentual
de recuperagao foi obtido quando nao foi utilizado SDS nos ensaios. A substituicao do
SDS por um solvente organico no processo de extracao ¢ bastante positiva tendo em vista
a preservacao da coluna cromatografica, pois todas as medidas dos ensaios realizados com
o emprego do surfactante geram cromatogramas com muitos picos que nao correspondem
aos analitos, o que nao ocorre com ensaios os realizados empregando solventes orgéanicos

para dispersar as nanoparticulas.
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Figura 4.10 — Grafico de Pareto dos efeitos para os estrogénios no planejamento fatorial com-

pleto 23.

O efeito para o tipo de solvente utilizado na dispersao apresenta menor importancia,
mas a utilizacao do metanol se mostrou mais eficiente, entretanto, para avaliar o efeito
desse fator para o 178-estradiol é necessario analisar as interagoes entre os efeitos pelo

grafico de médias apresentado na Figura 4.11
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Figura 4.11 — Gréafico de médias para interacao dos efeitos para o 175-estradiol.

A interagao do tipo de solvente de dispersao com o SDS e com o tipo de nanoparti-
cula apresentam comportamentos opostos, ou seja, quando interage com o SDS a melhor

resposta é obtida empregando o metanol e ao interagir com o tipo de nanoparticula o
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melhor desempenho é obtido com a utilizagao do etanol. Considerando que a interagao
que possui efeito de maior relevancia é com o SDS, entende-se que a utilizacao do metanol
¢ a que garante melhor resposta.
Para os demais analitos, os efeitos de interacao nao apresentam maior relevancia do
que os efeitos dos fatores principais envolvidos, por isso nao serao avaliados.
Considerando os resultados obtidos neste planejamento, os fatores escolhidos para o
procedimento de extracao/eluigdo para os testes subsequentes estao os listados na Ta-

bela 4.17:

Tabela 4.17 — Fatores fixados para o processo de extragao

Fatores da extragao Niveis fixados

Metanol para dispersao das NP (mL) 1

Tempo (min) 10

Temperatura (°C) Ambiente

Massa de NP (mg) 10

Tipo de NP 50TEOS:1C16

Fatores da eluigao Niveis fixados

Solvente Agua e metanol 25:75 % (v v ')
Tempo (min) 10

*Todo o procedimento foi realizado sob agitacao magnética.

As quatro amostras de nanoparticulas estudadas até aqui apresentam interagoes for-
tes com os analitos que os impede de serem completamente eluidos. Essas interagoes
foram atribuidas a presenca de grupos silandis na superficie do recobrimento do mate-
rial. Em busca de confirmar essa hipotese foi proposto um teste de extracao utilizando

nanoparticulas recobertas apenas com silica, sem funcionalizacao.

4.2.2.2 Avaliacao da nanoparticula sem funcionalizagao

Os ensaios foram realizados seguindo trés procedimentos de extracao distintos: o pri-

meiro com o procedimento descrito na Tabela 4.14, o segundo e o terceiro usaram 1 mL
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de metanol e etanol respectivamente para dispersao prévia das nanoparticulas e posterior
incorporacao a solucao de trabalho. Os resultados obtidos nestes testes estao apresentados

na Tabela 4.18.

Tabela 4.18 — Percentuais de recuperagao obtidos utilizando as nanoparticulas sem funcionali-

7agao.

Recuperacao E3 E2 EE2 E1

%

Condigao anterior (com SDS) 08 0,2 0,9 0,3
Metanol para dispersao 04 03 08 0,3
Etanol para dispersao 0,5 0,2 0,9 0,3

Avaliando os percentuais de recuperacao obtidos nos trés ensaios é evidente que os
valores sao muito baixos, dessa forma, duas hipoteses sao levantadas: a primeira é que a
nanoparticula nao extraiu os analitos da solucao de trabalho e por isso a recuperacao foi
muito pequena, a segunda é que se houve uma boa extracao, mas a finidade com os analitos
é tao forte que praticamente nao houve dessorcao. Para complementar as observacoes e
confirmar uma das hipoteses, os percentuais dos estrogénios ainda presentes na solucao

de trabalho apos a extracao estao apresentados na Tabela 4.19.

Tabela 4.19 — Percentuais de horménios presentes no sobrenadante da extracao realizada com

nanoparticulas sem funcionalizagao.

Sobrenadante E3 E2 EE2 E1

%

Condigao anterior (com SDS) 27,6 0,8 0,8 7,4
Metanol para dispersao 25,7 3.1 4,1 13,2
Etanol para dispersao 15,1 3,8 6,1 13,3

De acordo com os percentuais presentes na solucao de trabalho apés a extracao, a
segunda hipotese levantada foi confirmada, tendo em vista que as quantidades presentes

no sobrenadante sao tao baixas quanto as encontradas nos demais ensaios.
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Como consequéncia da comprovagao da forte afinidade observada entre a superficie
das nanoparticulas e os analitos, novamente tornou-se necesséario fazer modificagoes na

sintese do material.

4.2.2.3 Avaliacao das nanoparticulas 50TEOS: 1C16: 1'TVS e 60TEOS: 06C16:
12TVS

Buscando ajustar a interacao entre analitos e a superficie do recobrimento, foram
sintetizadas duas novas nanoparticulas com proporgoes diferentes de dois ligantes na
etapa de funcionalizacao. As nanoparticulas sintetizadas foram 50TEOS:1C16:1TVS e
60TEOS:06C16:12TVS como descrito na Tabela 3.2.

Os testes das novas nanoparticulas sintetizadas foram realizados de acordo com o que
foi descrito na Tabela 4.17 e os percentuais de recuperagao obtidos nestes ensaios estao

dispostos na Tabela 4.20.

Tabela 4.20 — Percentuais de recuperagao obtidos no teste de extracao com as nanoparticulas

50TEOS:1C16:1TVS e 60TEOS:06C16:12TVS

Recuperacao E3 E2 EE2 E1

%

50TEOS:1C16:1TVS 20,0 46,7 448 37,2
60TEOS:06C16:12TVS 14,7 30,7 35,6 27,0

As novas nanoparticulas sintetizadas nao obtiveram resultados melhores que as demais
testadas, exceto para o estriol. A mistura de funcionalizantes pode ter criado uma estru-
tura com espagos entre os ligantes deixando os grupos silanois presentes na superficie do
material mais disponiveis, assim, o estriol que possui mais grupos hidroxila que os demais
analitos, apresenta maior afinidade com as novas nanoparticulas.

Como a estrutura dos analitos é formada majoritariamente de carbono e hidrogénio
fica evidente que a quantidade de C16 como funcionalizante é determinante na eficiéncia
de recuperacgao dos analitos, ou seja, a medida que diminui a proporcao de C16 adicionada

ao material, diminui também os percentuais de recuperacao.
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A andlise do sobrenadante (Tabela 4.21) é importante para complementar as obser-
vagoes acerca da afinidade com os analitos e capacidade de extracao.

Tabela 4.21 — Percentuais de estrogénios presentes na solucao de trabalho dos testes com as

nanoparticulas 50TEOS:1C16:1TVS e 60TEOS:06C16:12TVS

Sobrenadante E3 E2 EE2 E1l

%

50TEOS:1C16:1TVS 29,5 14,7 12,0 14,0
60TEOS:06C16:12TVS 38,2 16,5 13,0 16,6

Em concordancia com a observagao feita anteriormente, quando a quantidade de C16
utilizada na etapa de funcionalizacao das nanoparticulas diminui, também é reduzida a
eficiéncia na extragao dos analitos, uma vez que a nanoparticula 60TEOS:06C16:12TVS
retirou uma menor quantidade dos analitos da solucao de trabalho.

Como as duas novas nanoparticulas sintetizadas também nao apresentaram melhoria
nos resultados das extragoes, foram sintetizadas mais trés nanoparticulas com quantida-
des crescentes de um agente finalizador que tem a funcao de blindar os grupos silanois

residuais.

4.2.2.4 Avaliagao das nanoparticulas 50TEOS: 1C16: 05TMS, 50TEOS: 1C16:
1TMS e 50TEOS:1C16:2TMS

Os tltimos testes foram realizados utilizando as nanoparticulas 50TEOS:1C16:05TMS,
50TEOS:1C16:1TMS e 50TEOS:1C16:2TMS que possuem proporc¢oes crescentes do agente
finalizador trimetiletoxissilano responsavel pela blindagem dos grupos silanéis residuais.

Os resultados de recuperacao obtidos nestes testes sao apresentados na Tabela 4.22.
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Tabela 4.22 — Percentuais de recuperagao obtidos no teste de extracao com as nanoparticulas

50TEOS:1C16:056TMS, 50TEOS:1C16:1TMS e 50TEOS:1C16:2TMS.

Recuperacao E3 E2 EE2 E1l

%

50TEOS:1C16:05TMS 25,8 31,2 40,9 324
50TEOS:1C16:1TMS 254 30,9 42,1 328
50TEOS:1C16:2TMS 23,1 21,7 358 289

Os percentuais de recuperacao obtidos nos ensaios testes das novas nanoparticulas
foram menores que os encontrados em ensaios anteriores exceto para o estriol, ainda
assim é possivel afirmar que a capacidade de recuperagao diminuiu com o aumento da
quantidade de TMS na estrutura das nanoparticulas.

Para discutir sobre a eficiéncia da extragao é necessario avaliar os resultados do sobre-
nadante. Os percentuais de estrogénios que permaneceram na solucao de trabalho estao

apresentados na Tabela 4.23.

Tabela 4.23 — Percentual estrogénico remanescente apds os ensaios com as nanoparticulas

50TEOS:1C16:05TMS, 50TEOS:1C16:1TMS e 50TEOS:1C16:2TMS.

Sobrenadante E3 E2 EE2 E1l

%

50TEOS:1C16:05TMS 71,5 252 21,3 26,4
50TEOS:1C16:1TMS 74,6 352 427 31,7
50TEO0S:1C16:22TMS 76,9 28,7 456 31,0

Ao observar os dados do sobrenadante é possivel perceber que a eficiéncia da extragao
de, forma geral, também diminui com o aumento do agente finalizador. Outro ponto a ser
destacado é que todo o estriol extraido foi recuperado, nao havendo interacao irreversivel
com a nanoparticula. Tendo em vista que o estriol é o estrogénio com maior carater
polar que os demais estudados, possivelmente a blindagem dos grupos silanoéis residuais
reduziu drasticamente a forte afinidade que o analito apresentava pela nanoparticula. O

mesmo deve ter acontecido para os demais hormoénios, uma vez que a eficiéncia da extragao
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diminuiu bastante em comparacao com a utilizagao de outras nanoparticulas.

Por fim, destaca-se que a Tabela 4.17 apresenta as melhores condi¢oes para a reali-
zagao do processo de extragao. Essa condicao foi utilizada posteriormente na realizagao
do teste de recuperacao para avaliar a exatidao do método desenvolvido. Os parametros

de desempenho analitico avaliados e seus resultados serao discutidos a seguir.

4.3 Validacao analitica

A validacao analitica adotada seguiu os parametros analiticos descritos na Secao 2.5.
A presente secao apresentara os resultados da validacao do método HPLC-DAD para os

quatro estrogénios.

4.3.1 Seletividade

Informagoes sobre a seletividade da técnica empregada podem ser obtidas a partir dos

cromatogramas apresentados na Figura 4.12.
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Figura 4.12 — Cromatogramas de: (A) mistura padrao dos quatro estrogénios com concentragao
de 500 pug L™ | (B) de uma amostra de agua coletada na torneira do laboratorio e fortificada
com 500 pug L™ dos quatro estrogénios, (C) amostra de agua coletada na torneira do laboratorio

sem fortificagdo. Todos os cromatogramas foram registrados por HPLC-DAD.

Observando os cromatogramas da Figura 4.12 e os tempos de retengao, pode-se dizer
que nao ha evidéncias de substancias interferentes junto aos picos dos quatro estrogénios.
Dessa forma, é possivel afirmar que a técnica possui elevada seletividade, que pode ser
comprovada com a analise dos espectros de absorgdo molecular UV-Vis (Figura 4.13)
medidos entre 190 e 400 nm para cada estrogénio numa corrida cromatografica. Pode-se
destacar que ha uma grande semelhanca entre as bandas de absorcao dos espectros da
solugao padrao (linha preta) e da amostra fortificada (linha azul), aliado a isso, destacam-
se os valores de pureza de pico e de resolucao que podem ser conferidos na Tabela 4.24.
Além disso, nao hé a presenca de bandas de absorcao interferentes.

Sabendo que a resolucao é um parametro cromatografico que traduz a capacidade
da coluna de separar os analitos, o valor ideal deste parametro para realizar medidas
quantitativas com seguranca ¢ > 1,511, Todos os valores de resolugio obtidos no método

desenvolvido sao maiores do que o minimo recomendado.
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Tabela 4.24 — Valores de pureza de pico e resolugao para os quatro estrogénios.

Analito Pureza de pico (%) Resolugao
Estriol 100 21,7
175-estradiol 100 3,9
17a-etinilestradiol 99,9 2,8
Estrona 100 3,8
100 Estriol 1004 17b-estradiol
Y 80
E 60 - :é, 60
8 k]
‘_g 40 :§ 40
2 J:
< 204 < 204
0 0
200 250 0 350 400 200 250 300 350 400
Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)
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Figura 4.13 — Espectros de absor¢ao molecular UV-Vis de: (1) Estriol; (2) 17/ -estradiol; (3)
17a -etinilestradiol e (4) Estrona em preto o padrao de 500 ug L' e em azul amostra testemunha

fortificada também com 500 ug L~L.

A semelhanca entre os espectros de absor¢ao dos analitos pode ser explicada pela
similaridade na estrutura quimica dos hormonios, uma vez que todos os compostos orga-
nicos absorvem radiagao eletromagnética por possuirem elétrons de valéncia que podem
ser excitados. A banda de maior intensidade, em aproximadamente 200 nm, pode ser
associada & transicoes eletronicas realizadas por elétrons de ligagoes sigma por demanda-
rem maior energia numa transicao. A banda de menor intensidade, em aproximadamente
280 nm, pode estar associada a centros cromoforos do anel aromaéatico, de modo que as
duplas ligagoes conjugadas sao responséveis por diminuir o confinamento dos elétrons e a

consequente diminuicao da energia necessaria para promover uma transicao eletronica [38],
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4.3.2 Linearidade

Os cromatogramas apresentados na Figura 4.14 referem-se as corridas cromatografi-

cas realizadas pelo método HPLC-DAD para a construcao da curva analitica.
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Figura 4.14 — Cromatogramas das solugoes padrao analiticas dos estrogénios em concentragoes

crescentes utilizados na construcao das curvas analiticas.

O estudo da faixa linear foi realizado nas concentracoes entre 10 a 1.500 pug L7
Entretanto, nos pontos de concentracio mais alta (1.250 e 1.500 ug L) para os quatro
estrogénios foi observada a perda de linearidade indicando a Lei de Lambert-Beer nao é

mais obedecida!’ | (Figura 4.15).
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Figura 4.15 — Faixa de concentracao estudada para a construgao das curvas analiticas.

Dessa forma, foram obtidas curvas analiticas para os quatro estrogénios a partir de
modelos de calibragao univariada (Figura 4.16), relacionando-se o sinal analitico de cada

analito, area de cada picos cromatografico, com sua respectiva concentragao.
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Figura 4.16 — Curvas analiticas dos estrogénios na faixa de concentragao de 21,97 a 1.000 ug

L~! para estriol, 11,07 a 1.000 pg L' para 178 -estradiol, 6,93 a 1.000 ug L~! para 17« -

etinilestradiol e 7,27 a 1.000 ug L™! para estrona.

Os modelos de calibragao foram obtidos por regressao linear pelo método dos minimos

quadrados, com medidas realizadas em triplicata auténtica para cada nivel de concentra-

¢ao como descrito na Segao 3.1. As equagOes das retas, a faixa linear e os coeficientes

de correlagao linear serao apresentados na Tabela 4.25.

Tabela 4.25 — Equagoes das retas, faixa linear dindmica e coeficientes de correlagdo linear das

curvas analiticas dos quatro estrogénios.

Analito Faixa linear (ug L™') Equacgao r Numero de pontos
Estriol 21,97 a 1.000 = 0,0123x + 0,0427 0,9994 9
173-estradiol 11,07 a 1.000 y = 0,0135x - 0,0562 0,9992 9
17a-etinilestradiol 6,93 a 1.000 y = 0,0115x - 0,0291 0,9992 9
Estrona 7,27 a 1.000 y = 0,0143x - 0,0416 0,9993 9

A ANVISA recomenda que o valores do coeficiente de correlagao (r) das curvas ana-

liticas nao sejam menores que 0,99, portanto a linearidade dos modelos desenvolvidos é
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A analise dos residuos confirmou o resultado satisfatério obtido pela observacao do

coeficiente de correlagao. Os graficos de residuos apresentados para cada um dos estrogé-

nios na Figura 4.17 comprovam a inexisténcia de pontos anémalos, além disso, nao ha a

ocorréncia de residuos maiores que -0,5 ou menores que 0,5. Outro ponto a ser comentado

é que nenhum dos gréficos apresenta tendéncia que evidencie falta de ajuste nos modelos.
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Figura 4.17 — Gréficos dos residuos das curvas analiticas dos estrogénios.

Para complementar a validagao dos modelos de calibracao, foi realizado o teste de

analise de variancia (ANOVA) onde os resultados serao apresentados na Tabela 4.26.

Tabela 4.26 — Dados obtidos pela aplicacao do teste de analise da variancia (ANOVA).

Analito Regressao (MQr/MQ,) Falta de ajuste (MQ,;/MQ.,)
Estriol 20.057,18 0,7324
175-estradiol 15.879,16 1,5215
17a-etinilestradiol  15.953,54 0,8574
Estrona 17.850,97 0,6838

Para avaliar as significancias da regressao linear (MQgr/MQ,) e da falta de ajuste
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(MQfqj/MQep) expostas, foram utilizados respectivamente os valores de Figpeiado = F1,25
(ponto de distribuicdo F para 1 e 25 graus de liberdade ao nivel de confianga de 95%)
igual a 4,242 e Fiuperaao = Fr1s (ponto de distribuicdo F para 7 e 18 graus de liberdade
ao nivel de confianga de 95%) igual a 2,577. Comparando os valores de F.qjcuiado COM
Fiaperado, pode-se afirmar que a regressao possui relevancia estatistica uma vez que os
valores calculados sao muito maiores que o valor tabelado. Da mesma forma, os valores
de F uicuiado da falta de ajuste sao menores que o valor de Fipeiado, indicando que nao ha
evidencia de falta de ajuste nos modelos propostos. Sendo assim, é possivel afirmar com

95% de confianca que os modelos utilizados sao lineares para todos os analitos.

4.3.3 Sensibilidade

Os valores de limite de detecgao e de quantificacao apresentados na Tabela 4.27 foram
calculados considerando os parametros do modelo proposto, de acordo com a Equagao 2.4

e Equacao 2.5 descritas na Subsecao 2.5.3.

Tabela 4.27 — Limites de detecgdo e de quantificagdo obtidos para os estrogénios pelo método

HPLC-DAD.

Analito LOD (ug L™') LOQ (ug L™') Desvio padrao
Estriol 7,2490 21,9666 0,0272
173-estradiol 3,6521 11,0671 0,0148
17a-etinilestradiol 2,2884 6,9344 0,0080
Estrona 2,4001 7,2730 0,0103

Considerando que o detector de arranjo de diodos empregado no desenvolvimento
desse trabalho naturalmente possui uma sensibilidade menor que detectores mais sensiveis
como os de fluorescéncia e de massas, pode-se afirmar que os LOD e LOQ calculados
para o método desenvolvido sao satisfatorios, uma vez que estes valores se aproximam
da magnitude de nanogramas por litro, unidade normalmente obtida para os limites de

deteccao e de quantificacdo das demais técnicas citadasB*4292l,
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4.3.4 Exatidao

A avaliacao da exatidao do método foi avaliada a partir do teste de recuperagao como
descrito na Subsecao 2.5.4. Os resultados de recuperagao obtidos estao apresentados

na Tabela 4.28.

Tabela 4.28 — Valores de recuperagao (%) obtido na avaliagdo da exatidao do método desen-

volvido nos quatro niveis de concentracao.

Analito Concentracao (ug L™') Recuperacio (%)
75 <LOD
Estriol 250 15,5
750 9.7
75 16,3
17 B-estradiol 250 25,0
750 33,6
75 534
17 o-etinilestradiol 290 55,9
750 56,6
75 28,5
Estrona 250 39,2
750 43,8

Avaliando os valores de apresentados Tabela 4.28 percebe-se que para os quatro
estrogénios o percentual de recuperacao nos trés niveis de fortificacao ficaram no intervalo
de 9,7 e 56,6 %, estando abaixo dos percentuais recomendados pelos guias de validacao
que indicam como aceitéaveis valores entre 70 - 120 %7671,

A obtencao de recuperacoes elevadas é desejavel para garantir um método mais sensi-
vel, entretanto, técnicas de extragao nao exaustivas podem apresentar baixos percentuais
de recuperacao como consequéncia da complexidade da matriz estudada, forca ionica do
meio, entre outras. Esse problema pode ser contornado implementando a metodologia de

adicdo de padrao mediante a garantia de que os ensaios sio reprodutiveis!®93%4.
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4.3.5 Precisao

A precisao do método HPLC-DAD foi avaliada a partir dos resultados de repetibilidade
expressos em coeficientes de variagao obtidos utilizando a Equacgao 2.7 em quatro niveis
de concentracao diferentes. Na Tabela 4.29 estao os dados referentes a repetibilidade

intradia e na Tabela 4.30 estao dispostos os dados de precisao intermediaria (interdia).

Tabela 4.29 — Coeficiente de variagao obtidos na avalia¢ao da precisao (repetibilidade intradia)

do método HPLC-DAD para os estrogénios, em quatro niveis de concentragao.

Analito Concentragao (ug Lil) CV (%)
o5 1,71
75 0,99
Estriol 9250 4,03
750 2,10
o 1,19
75 1,98
17 B-estradiol 9250 2,99
750 2,17
o 4,26
- 1,81
17 a-etinilestradiol 950 3,01
750 1,94
95 3,38
- 1,81
Estrona 9250 3,47

750 2,08
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Tabela 4.30 — Coeficiente de variagao obtidos na avaliacao da precisao intermediaria do método

HPLC-DAD para os estrogénios, em quatro niveis de concentracao.

Analito Concentragao (ug L™') CV (%) sem 1 CV (%) sem 2 CV (%) sem 3 CV (%) sem 4
25 1,71 2,51 2,77 4,22
75 0,99 2,31 1,17 1,03
Estriol 250 4,03 1,72 1,51 2,13
750 2,10 2,23 2,48 3,54
2 1,19 2,59 2,38 3,59
75 1,08 1,43 1,29 1,63
175-estradiol 250 2,99 1,71 2.5 1,54
750 217 2,24 2,64 1,79
25 4,26 2,14 3,79 4,43
75 1,81 1,92 1,61 1,96
17a-etinilestradiol 950 3.01 1.46 146 149
750 1,94 2,02 2,44 1,85
25 3,38 3,96 432 4,34
75 1,81 431 2,06 4,06
Estrona 250 347 0,79 1,50 1,64
750 2,08 2,22 2,70 1,86

E possivel afirmar que os resultados obtidos estdo em concordancia com as recomen-
dacdes da ANVISA[™! uma vez que os valores de CV ndo devem ser superiores a 5%
tanto para a repetibilidade (intradia) quanto para a precisao intermediaria.

Também é possivel examinar a precisao do método comparando os resultados obtidos
utilizando a Equacdo 2.8 indicada pelo guia de validacdo da EURACHEM ™!, descrita
na Subsegao 2.5.5, aos valores de teste t para diferentes graus de liberdade. Neste
trabalho, para avaliar a repetibilidade, o valor tabelado de 7 repeticoes, ou seja, 6 graus
de liberdade é de 2,44. Para a precisao intermediaria, o namero de graus de liberdade
é 3, uma vez que foram realizadas medidas em quatro semanas consecutivas, o valor de
trabelado € 3,18. A Tabela 4.31 apresenta os resultados referentes a precisao que serao

comparados com os valores de t de Student com 95% de confianca.
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Tabela 4.31 — Valores de precisao intradia e precisao intermediaria (interdia) obtidos a partir

do teste t de Student para as quatro semanas de estudo com 95% de confianca.

Concentracao r r Desvio padrao r Desvio padrao r Desvio padrao r Desvio padrao
(mg L-1) interdia semana 1 semana 1 semana 2 semana 2 semana 3 semana 3 semana 4 semana 4
25 0,05 0,02 0,01 0,04 0,01 0,03 0,01 0,05 0,01
5 0,07 0,04 0,01 0,08 0,02 0,04 0,01 0,04 0,01
E3 250 0,38 0,52 0,15 0,21 0,06 0,18 0,05 0,26 0,08
750 1,31 0,92 0,27 0,82 0,24 0,94 0,27 1,34 0,39
25 0,04 0,02 0,00 0,03 0,01 0,03 0,01 0,06 0,02
75 0,07 0,07 0,02 0,05 0,01 0,04 0,01 0,06 0,02
E2 250 0,30 0,33 0,10 0,18 0,05 0,24 0,07 0,17 0,05
750 0,97 0,80 0,23 0,72 0,21 0,87 0,25 0,60 0,18
25 0,05 0,05 0,01 0,02 0,01 0,04 0,01 0,04 0,01
75 0,07 0,06 0,02 0,05 0,01 0,05 0,01 0,06 0,02
EE2 250 0,24 0,31 0,09 0,13 0,04 0,14 0,04 0,15 0,04
750 0,82 0,66 0,19 0,55 0,16 0,75 0,22 0,57 0,16
25 0,06 0,04 0,01 0,03 0,01 0,05 0,01 0,04 0,01
75 0,14 0,06 0,02 0,17 0,05 0,07 0,02 0,12 0,04
El 250 0,27 0,41 0,12 0,08 0,02 0,17 0,05 0,18 0,05
750 1,01 0,81 0,23 0,70 0,20 0,95 0,27 0,65 0,19

Percebe-se que os valores de t.qcuado Para as repeticoes didrias sao inferiores ao valor

de tigpelado, de 2,44. Para a precisao interdia, também foram obtidos valores de t.qcuiado

menores que 0 tgperado de 3,18. Em concordancia com o resultado mostrado anteriormente,

pode-se afirmar que o método desenvolvido por HPLC-DAD é considerado preciso, visto

que os analitos estudados apresentaram comportamentos que satisfazem as especificacoes

para os testes de repetibilidade e precisao intermediaria.
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As adaptacoes realizadas no processo de sintese das nanoparticulas, foram bem su-
cedidas e garantiram um procedimento de sintese simples, sem a necessidade de isolar
os produtos de cada etapa e em consequéncia disso, exigiu um menor tempo médio de
eXecucao.

A caracterizacao inicial dos materiais sintetizados confirmam a obtencao dos compos-
tos desejados mediante a presenca de bandas caracteristicas das nanoparticulas, que sao
bastante conhecidas e bem definidas pela literatura.

A utilizagdo de métodos quimiométricos na otimizacao do processo de extracao e pre-
concentracao dos analitos foi de suma importéancia para avaliar simultaneamente diferentes
fatores que influenciam no comportamento das nanoparticulas, permitindo escolher as

melhores condi¢oes para realizar o processo de extragao:

e Extracao: utilizagao de 1 mL de metanol para dispersao prévia da nanoparticula

50TEOS:1C16 e 10 minutos de contato sob agitagao magnética.

e Eluicdo: utilizacdo de 1,8 mL da mistura de dgua:metanol 25:75 % v v~ ! por dez

minutos.

A validagao analitica do método desenvolvido para a determinacdo dos estrogénios
mostrou-se adequada de acordo com os resultados obtidos na avaliagao dos parametros

de desempenho analiticos:

e Seletividade: nao apresentou evidéncias de picos interferentes junto aos picos dos

analitos.

e Linearidade: apresentou faixa linear para todos os analitos nas concentragoes de 10

a 1.000 pug L™t
e Sensibilidade: apresentou LOD de 2,4 a 7,2 ug L' ¢ LOQ de 6,9 a 21,9 ug L™,
e Exatidao: percentuais de recuperacao de 9,7 a 56,6 %.

e Precisao: os resultados de repetibilidade intradia apresentaram coeficientes de va-
riacao menores que 4,43 % e valores de teucuiado MeNOres que tegic, de 2,44. Para a

precisao intermediaria os valores de t.qcuiado MeNOTES qUE tertico de 3,18.
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O primeiro teste descrito na Subsegao 3.5.1 foi realizado para melhorar a dispersao do
material em meio aquoso, sua avaliacao foi feita visualmente. A nanoparticula se mostrou
igualmente dispersa nas trés diferentes misturas, sendo assim, optou-se pela escolha da
mistura contendo apenas 10 % de acetonitrila para prosseguir com os testes.

Em seguida foi realizado um ensaio simples de extragao, cujo procedimento empre-
gado também estd na Subsegao 3.5.1. Na Tabela A.1 estao presentes os valores dos
percentuais de extragao obtidos. A nanoparticula 50TEOS:1C16 apresentou melhores
percentuais de extragao frente as demais nanoparticulas testadas exceto para o estriol.

Destaca-se que a proporc¢ao de solvente escolhida para o preparo da solucao se mos-
trou ineficiente em dispersar uma massa maior de nanoparticulas, levando a formagao
de aglomerados que certamente impactou na redugao da capacidade de extracao. Ficou
evidente a necessidade da utilizacao de uma substancia que ajude a promover a dispersao
material tendo em vista que o emprego da técnica de ultrassom associada a adi¢ao de
acetonitrila nas solugoes de trabalho nao foram suficientes para aumentar a superficie de
contato entre as nanoparticulas e a amostra. Além disso, o material possui afinidade com
o material plastico do tubo, o que dificultou a separacao dele por meio da aproximacao

de um ima.

Tabela A.1 — Percentual de extracao para cada um dos estrogénios com as diferentes nanopar-

ticulas .

Nanoparticula E3 E2 EE2 E1

% extraido

25TEOS:1C16 9.4 244 34,6 22.1
50TEOS:1C16 11,7 28,3 39,2 27,2
75TEOS:1C16 152 278 39,9 25,5

Como a proporcao de agua e acetonitrila usada para o preparo da amostra se mostrou
pouco eficiente para promover a dispersao de uma massa maior de nanoparticulas no
meio, optou-se por testar outros dois solventes, metanol e etanol, em trés proporcoes
diferentes: 10, 20 e 30%. A nanoparticula escolhida foi a 25TEOS:1C16 que obteve os
piores resultados no teste anterior, tendo em vista que se ela tiver uma boa eficiéncia na
extracao, as demais possivelmente também terao. O tubo Falcon utilizado foi substituido

por frascos de reagao de vidro, as demais condicoes de extracao foram mantidas: usou-se
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25 mL de amostra, 10 mg de nanoparticula e 5 minutos no banho de ultrassom.

A Tabela A.2 apresenta os resultados dos percentuais de extragao para os experi-
mentos descritos anteriormente. Os valores apresentam, em quase todos os casos, uma
tendéncia de reducao na eficiéncia de extracao a medida que a proporc¢ao de solvente orgé-
nico aumenta. Sendo assim, os melhores percentuais de extracao foram obtidos utilizando
a proporc¢ao de 10% dos solventes organicos, mas entre os dois solventes, o que obteve
melhor resultado foi o metanol, portanto a proporcao de 10% de metanol foi escolhida

para prosseguir os testes.

Tabela A.2 — Percentual de extracdo em amostra preparada com diferentes proporgoes de

solventes orgénico.

Experimento E3 E2 EE2 E1

% extraido

Etanol

10% 5,1 38,4 44.5 20,7
20% 2,5 10,5 22,0 14,4
30% 2,7 14,9 17,2 14,0
Metanol

10% 6,9 49,0 54,9 30,5
20% 1,5 18,4 17,1 16,5

30% 6,8 16,1 11,0 14,1
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