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RESUMO

O interesse por técnicas analiticas que oferecam a detectabilidade adequada, que
sejam econbmicas, ambientalmente corretas e capazes de processar rapidamente
um grande numero de amostras de diferentes complexidades é cada vez maior.
Nesse aspecto, a utilizagao da cromatografia liquida no modo
multidimensional € alternativa promissora, especialmente quando estratégias de
extracdo e pré-concentracdo em fase solida acopladas de forma online com a
separacdo sao exploradas, tanto em escala convencional quanto em escala
miniaturizada. A ocorréncia ambiental de contaminantes emergentes e seus impactos
nas formas de vida aquatica e terrestre tém sido motivo de preocupacdo. A
guantificacdo desses analitos no ambiente exige métodos com limites de quantificacéo
muito baixos, fazendo das estratégias column switching, com a inerente pré-
concentracéo online, pertinentes para satisfazer as exigéncias na determinacao
desses compostos. Nesse cenario, o0 desenvolvimento e avaliacdo de
estratégias column switching para determinacdo de contaminantes emergentes em
amostras de interesse ambiental como aplicacdo modelo no estudo comparativo entre
as escalas convencional e miniaturizada se faz impactante. Varias estratégias
abrangendo column switching capilar e convencional foram investigadas. Colunas
extratoras preenchidas com fases comerciais foram avaliadas, e tiveram seu
desempenho testado no acoplamento com diversas colunas analiticas. Métodos em
column switching capilar e convencional foram desenvolvidos e validados para a
quantificagcdo de estriol, estradiol, etinilestradiol, estrona, metilparabeno, etilparabeno,
propilparabeno, butilparabeno e benzilparabeno, tendo sido avaliadas as principais
figuras de mérito. Os limites de quantificacdo atingidos em CS-UHPLC-ESI-MS/MS
variaram de 0,001 ng mL* (butilparabeno e benzilparabeno) a 0,1 ng mL™* (estriol,
estradiol e etinilestradiol); para o método CS-cLC-ESI-MS/MS, os limites de
quantificacdo foram maiores, variando entre 0,008 ng mL* (butilparabeno e
benzilparabeno) a 0,8 ng mL™ (estriol, estradiol e etinilestradiol). A linearidade dos
métodos foi atestada avaliando-se os graficos de residuos, coeficiente de
determinacao e aplicando-se ponderac¢des quando pertinente. A exatidao e a precisao
foram investigadas, apresentando valores dentro dos critérios de aceitagdo. Por fim,
os métodos foram aplicados em amostras ambientais aquosas coletadas em S&o

Carlos - SP, mostrando que os métodos sédo adequados ao fim a que se destinam.



ABSTRACT

The interest in analytical techniques that offer adequate detectability, that are
economical, environmentally friendly and capable of rapidly processing many samples
of different complexities is increasing. In this regard, the use of liquid chromatography
in the multidimensional mode is a promising alternative, especially when solid phase
extraction and preconcentration strategies coupled online with the separation are
explored, both on a conventional scale and on a miniaturized scale. The environmental
occurrence of emerging contaminants and their impacts on aquatic and terrestrial life
forms have been of concern. Quantification of these analytes in the environment
requires methods with very low quantification limits, making column switching
strategies with the inherent preconcentration online relevant to satisfy the requirements
in determining these compounds. In this scenario, the development and evaluation of
column switching strategies for the determination of emerging contaminants in
samples of environmental interest as an application model in the comparative study
between conventional and miniaturized scales is striking. Several strategies covering
capillary and conventional column switching were investigated. Extraction columns
filled with commercial phases were evaluated, and their performance was tested in the
coupling with several analytical columns. Methods in capillary and conventional column
switching modes were developed and validated for the quantification of estriol,
estradiol, ethynilestradiol, estrone, methylparaben, ethylparaben, propylparaben,
buthylparaben and benzylparaben, and the main figures of merit were evaluated. The
quantification limits reached in CS-UHPLC-ESI-MS / MS ranged from 0.001 ng mL*
(buthylparaben and benzylparaben) to 0.1 ng mL™* (estriol, estradiol, ethynilestradiol);
for CS-cLC-ESI-MS / MS method, the LQ were higher, ranging from 0.008 ng mL*
(buthylparaben and benzylparaben) to 0.8 ng mL™* (estriol, estradiol, ethynilestradiol).
The linearity of the methods was attested by evaluating the residual plots, coefficient
of determination and applying weighted calibration when needed. Accuracy and
precision were investigated, presenting values within the acceptance criteria. Finally,
the methods were applied in samples collected in Sado Carlos - SP, showing that the
methods are suitable for the purpose.
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PREFACIO

Para uma melhor organizacdo, essa Tese esté dividida em capitulos. Séo 4
capitulos, dispostos cronologicamente.

O primeiro capitulo contextualiza o que foi realizado durante todo o periodo de
desenvolvimento do estudo, na forma de uma breve introducéo aos temas abordados.

O segundo capitulo é dedicado a apresentar o amplo estudo que foi realizado
em column switching na escala capilar buscando otimizacdo na focalizacdo e
transferéncia da banda cromatografica da primeira para a segunda dimensao.
Hormonios em matriz aquosa foram objeto desse estudo.

O terceiro capitulo trata do desenvolvimento dos métodos cromatogréaficos para
a determinacdo de hormonios e parabenos em agua, utilizando column switching nas
escalas convencional e capilar, hifenadas a espectrometria de massas de alta
resolugéo.

Finalmente, o quarto capitulo descreve a avaliacdo das figuras de mérito para
0s métodos cromatograficos desenvolvidos para a quantificacdo de horménios e
parabenos em agua utilizando column switching e cromatografia liquida (em escala

convencional e capilar) hifenada a espectrometria de massas sequencial.
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1 Column switching e cromatografia liquida em escalas convencional e
miniaturizada para determinacdao de contaminantes emergentes em
agua

Depois dos grandes desenvolvimentos em melhorias no desempenho cinético,
resolucéo e eficiéncia dos sistemas cromatograficos atingidos nos ultimos 20 anos [1],
cientistas de todo o mundo concordam que a principal demanda analitica continua
sendo o incremento da produtividade com o desenvolvimento de métodos confiaveis
e com alta frequéncia de analise, capazes de satisfazer a necessidade do numero
crescente de amostras a serem analisadas [2].

Na atualidade, o grande gargalo na obtencdo de procedimentos rapidos de
analises ainda é o preparo da amostra [3]. Dentre as diferentes etapas que compdem
todo o processo de desenvolvimento de um método analitico, o clean-up, com
extragdo e pré-concentracdo seletiva dos analitos de interesse, é usualmente
considerado como a etapa de maior consumo de tempo, além de originar boa parte
dos erros analiticos [4].

Assim, buscando aumentar eficiéncia, produtividade e confiabilidade dos
procedimentos de preparo de amostra, enquanto se minimizam seus impactos
econdmicos e ambientais, grandes esfor¢cos tém sido empenhados na miniaturizagéo
e na automatizacao desses procedimentos.

Claramente, a miniaturizacdo das técnicas de preparo de amostras e dos
sistemas cromatograficos tem possibilitado diminuir o consumo das quantidades de
amostras, solventes e sorventes. Ja é possivel contar com um grande acervo de
diferentes tipos de técnicas de microextracdo, tanto em fase sélida (SPME, solid
phase microextraction) [5,6], quanto em fase liquida (LPME, liquid phase
microextraction) [7], passiveis de serem executadas tanto de forma manual quanto
automatizada.

Por sua vez, a automatizacdo tem buscado o desenvolvimento de métodos
mais rapidos e robustos, com alta confiabilidade. Diferentes estratégias de
automatizacéo tém sido empregadas em quimica analitica, desde meados do século
passado. Dentre essas, uma das mais populares entre 0os usuarios tem sido a
exploracdo da cromatografia liquida multidimensional. Essa ferramenta permite — por

exemplo — 0 acoplamento online das etapas de preparo de amostra com a separacao



CAPITULO 1
24

cromatografica, resultando em métodos analiticos com pré-concentracdo online,

capazes de fornecer alta detectabilidade e reduzidos tempos de analise.

1.1 Column switching como estratégia para clean-up de amostras,
extracao e pré-concentracdo online dos analitos

Em cromatografia multidimensional a nomenclatura € alvo de algumas
controvérsias e questionamentos. Ha vertentes que somente consideram a
“‘multidimensionalidade” se houver ortogonalidade entre as colunas utilizadas no
acoplamento. Uma definicdo menos restritiva considera que o uso de duas ou mais
colunas ou técnicas cromatogréficas visando melhor separac¢éo, incluindo o aumento
da resolucéo, da capacidade de pico e da produtividade, ou ainda incluindo o preparo
de amostras, encaixa-se perfeitamente na definichio de cromatografia
multidimensional. (8)

Column switching € um modo multidimensional de separacdo que permite
realizar o clean-up da amostra com extracdo e pré-concentracéo seletiva dos analitos
de interesse na primeira dimensao, permitindo a transferéncia online dos analitos para
a segunda dimenséo, onde sao separados e quantificados [8].

Ha vérias vantagens em se utilizar essa modalidade multidimensional,
destacando-se: menor manipulacao, investimento de tempo e recursos no preparo de
amostra; melhor recuperacdo, atingindo Ilimites de quantificacdo menores;
compatibilidade com a automatizacdo; diminuicdo do efeito de matriz, melhora na
razdo sinal/ruido e consequentemente, menores limites na detec¢éo e quantificacao
dos analitos. (8, 9) Entretanto, para que a potencialidade dessa ferramenta analitica
seja bem aproveitada, é necessario um rigoroso conhecimento da compatibilidade das
condicbes cromatograficas a serem usadas em cada dimensao. Parametros como
solvente e volume de amostra, solvente de carregamento, fases moveis, fases
estacionarias, pressdes envolvidas, temperaturas e vazdes utilizadas, entre outros,
determinam a eficiéncia no clean-up da amostra, bem como da extracdo e focalizacao
dos analitos de interesse [9]. Por fim, todos esses parametros seréo responsaveis pelo
desempenho do método analitico desenvolvido e uma vez que sejam bem ajustados,
garantirdo resultados adequados e confiaveis.

A configuracgdo instrumental para column switching normalmente consiste de

duas colunas diferentes (ndo necessariamente ortogonais), duas bombas de alta
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pressdo de HPLC e uma valvula de seis porticos, que permite a hifenagdo/comutacao
das colunas. Essa configuracdo permite, numa primeira etapa, carregar a amostra na
coluna de extracdo (1D) com ajuda da bomba A, possibilitando a discriminagao
seletiva entre os analitos e a matriz, enquanto a coluna analitica (2D) é condicionada
com a fase movel proveniente da bomba B. Em uma segunda etapa, a valvula é
comutada, conectando a coluna de extragcdo com a bomba B, de forma que os analitos
sdo dessorvidos e transferidos para a coluna analitica. Em seguida, a valvula retorna
a configuracao inicial, sendo a coluna de extragdo lavada com solvente proveniente
da bomba A, enquanto os analitos sdo separados e conduzidos para deteccdo na
segunda dimensao.

O carregamento dos analitos na primeira dimensado pode ser realizado
passando a amostra através da coluna numa Unica vez, ou passando a amostra numa
sequéncia de ciclos aspirar/dispensar através da coluna de extracdo [10]. Por sua vez,
a eluicdo dos analitos da primeira para a segunda dimensédo pode ser realizada de
duas formas:

i) no modo foreflush (ou straightflush), onde os analitos séo dessorvidos da
coluna de extracao por introducdo de fase movel proveniente da bomba B no mesmo
sentido do fluxo em que os analitos foram carregados, ou

i) no modo backflush, onde os analitos sdo dessorvidos no sentido contrario ao
fluxo de seu carregamento.

Normalmente o modo backflush proporciona melhores respostas analiticas,
uma vez que favorece a introducdo dos analitos na coluna analitica huma estreita
banda focalizada, minimizando desta forma o alargamento do pico. Por outro lado, o
modo foreflush pode evitar que residuos que tendem a acumular na entrada da coluna
de extracdo sejam transferidos para a coluna analitica.

Em cromatografia multidimensional, a nomenclatura utilizada pode resultar
ainda um tanto controversa. O termo column switching de fato agrupa varias
estratégias de extracdo em fase solida acoplada de forma online com a separacéo
mediante cromatografia liquida, destacando-se a extracdo em fase solida online
(online SPE), microextracdo em fase solida in-tube (IT-SPME), heart-cut 2D-LC e a
extracdo em fluxo turbulento (TFC) [10].

A extracdo em fase solida online é provavelmente, dentre as diferentes
estratégias de column switching, a mais amplamente utilizada. O termo surgiu nos

anos 80, e desde entédo tem encontrado grande aplicabilidade em diferentes areas do
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ambito académico, fornecendo varias vantagens sobre a versao off-line da técnica,
como a reducdo do tempo envolvido no tratamento da amostra, a reducdo da
exposicdo do analista a amostras e reagentes e o0 menor consumo de amostras,
solventes e fases de extragao [11].

O sistema de online SPE é composto por uma valvula de seis (ou mais)
porticos, bombas de carregamento e eluicdo, uma coluna de SPE (primeira dimensao)
e a coluna analitica (segunda dimenséo). O procedimento genérico de online SPE
envolve 4 etapas: i) condicionamento da coluna extratora, ii) carregamento da
amostra, iii) eluicdo, e iv) lavagem da coluna. Os trés primeiros passos Sao
praticamente os mesmos usados em SPE off-line, sendo a lavagem da coluna o Unico
passo adicionado para evitar efeito de memaria (carry over) e possibilitar a reutilizacéo
da coluna de extracdo na analise sequencial de mdultiplas amostras. Em varios
trabalhos séo relatados ganhos na frequéncia analitica em comparagcdo com o formato
off-line da técnica [12—-14].

Na in-tube SPME a coluna de extracdo, na primeira dimenséo, € uma coluna
capilar, empacotada, monolitica, ou tubular aberta [15]. Da mesma forma que em
online SPE, os analitos sdo extraidos por passagem da amostra através do tubo
capilar e posteriormente dessorvidos num fluxo continuo ou em modo estatico, e
finalmente conduzidos para a coluna analitica na segunda dimensdao. Em in-tube
SPME o carregamento da amostra pode ser realizado por passagem da amostra
através do capilar numa Unica vez e numa Unica direcdo (flow through) ou por
realizacdo de ciclos aspirar/dispensar [16]. O primeiro modo € comumente utilizado
com colunas capilares empacotadas e monoliticas, pois a permeabilidade destas
colunas normalmente impossibilita a passagem da amostra em varios ciclos
aspirar/dispensar. Ja a aplicacdo do segundo modo é limitada a colunas de alta
permeabilidade, tais como as colunas tubulares abertas. Adicionalmente, este modo
de operacao requer algumas modificacées na configuracdo do sistema, pois neste
caso a coluna de extracéao (1D) deve ser colocada entre a agulha de injecéo e a alca
de amostragem. Neste caso, a diferenca da online SPE e do modo flow through, é que
a valvula atuadora é parte do injetor. Embora esse seja um modo de extracao
automatizado, a possibilidade de realizar ciclos aspirar/dispensar para a carregamento
da amostra ndo € uma opc¢ao disponivel em todos os instrumentos de cromatografia
liquida [17].
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A cromatografia em fluxo turbulento (TFC), baseia-se no uso de colunas
empacotadas com particulas maiores que as usuais e utilizacdo de alta vazao de fase
movel, que permitem operar sob condicbes de fluxo ndo laminar [18]. Esta
carateristica do fluxo possibilita a separacdo entre moléculas grandes (proteinas,
acidos humicos, etc) e pequenas (analitos), enquanto favorece a transferéncia de
massa, garantindo boa extracdo dos analitos, a0 mesmo tempo em que matriz é
removida [19,20]. Carregamento da amostra, transferéncia dos analitos, eluigéo e
recondicionamento sdo as principais etapas na TFC [21]; comumente sao utilizadas
colunas preenchidas com particulas de tamanho médio na faixa de 30 a 60 um e

vazoes maiores do que 1,5 mL min™.

1.1.1 Colunas de extragao para uso em column switching

Em sistemas column switching é conveniente que as fases estaciondrias de
cada dimensdo tenham propriedades fisico-quimicas diferentes no processo de
eluicdo, uma vez que esta caracteristica permite elevada ortogonalidade para a
separacdo dos analitos, principalmente quando se trata de amostras de elevada
complexidade [22]. Enquanto as colunas analiticas empregadas na segunda
dimensdo sdo normalmente as colunas analiticas convencionalmente utilizadas em
cromatografia liquida, uma grande variedade de possibilidades de colunas de extracao
tem sido explorada pelos pesquisadores. A grande vantagem da estratégia de
extracdo e pré-concentracao online utilizando column switching € a possibilidade de
injetar amostras complexas com pouquissimo ou nenhum tratamento prévio
diretamente na coluna de extracdo; ndo sdo raros os casos de injecdo de amostras
submetidas apenas a filtracédo ou centrifugacéo.

Na busca por alta seletividade e eficiéncia de extracdo, a maior parte dos
esforcos tem sido dedicados ao desenvolvimento de colunas baseadas em particulas
[23]. No entanto, dada sua alta permeabilidade, colunas monoliticas também tém
resultado de grande interesse, especialmente na fabricacdo de colunas de extracao
miniaturizadas [24,25]. As colunas tubulares abertas (OT) tém se mostrado Uteis em
escala miniaturizada, no entanto sua aplicabilidade como coluna de extragéo é ainda
limitada devido a sua baixa capacidade de carga [26—28] e também aos aspectos
cinéticos da dessorcdo. Observa-se um interesse crescente no desenvolvimento de

colunas de extragdo em formatos alternativos, como as colunas de micro canais,



CAPITULO 1
28

preparadas em segmentos de fibra otica e as colunas recheadas com fibras
(recobertas ou ndo com fase estacionaria), dispostas longitudinalmente ao longo da
coluna [29].

Em geral, em online SPE normalmente sao utilizadas colunas de extragdo com
diametro interno maior do que 1 mm e comprimento entre 10 e 50 mm, empacotadas
com particulas de 30 a 50 pum, ou monoliticas. Em IT-SPME sao usuais colunas
capilares, com diametro interno inferior a 1 mm, com comprimento normalmente
superior a 50 mm e normalmente do tipo monoliticas ou tubulares abertas. Ja as
colunas mais utilizadas em TFC sdo de 50 mm de comprimento e 0,5 mm de diametro
interno, empacotadas com particulas de tamanho superior a 50 um [9,10].

Atualmente, um grande numero de fases estacionéarias passiveis de fornecer
alta seletividade na primeira dimensdo se encontram disponiveis para sistemas
column switching [8-10]. Entre os materiais mais usados pelos pesquisadores,
encontram-se as fases convencionalmente utilizadas em HPLC (tanto do modo
reverso quanto dos modos normal e HILIC), fases poliméricas caracteristicas de GC
e SPME, materiais de acesso restrito (RAM), polimeros molecularmente impressos
(MIP), associa¢Bes do tipo RAM-MIP, materiais baseados em liquidos ibnicos e
materiais baseados em grafeno, nanotubos e outras formas do carbono poroso. Além
desses, materiais para metabolémica e glicbmica, colunas acopladas com nano LC
para peptiddémica, colunas de inmunoafinidade para prote6mica targeted e fases de
metal-6xido com afinidade para analises de fosfopetideos séo utilizadas em column
switching [30,31].

1.2 Escala convencional versus escala miniaturizada

Diferentes nomenclaturas tém sido empregadas para classificar as diferentes
escalas da cromatografia liquida e muita controvérsia a respeito existe ainda. Na
atualidade a nomenclatura mais comumente utilizada é aquela proposta por Chervet
e colaboradores, que relaciona o diametro interno da coluna com a vazéo da fase

movel empregada (Tabela 1.1) [32,33].
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Tabela 1.1 -Classificacéo das escalas utilizadas em cromatografia liquida, relacionando o diametro
interno da coluna com a vazao tipica empregada.

e o Diametro interno Vazao tipica
Classificacéao .
dacoluna (i.d.) empregada
LC convencional 3,2-4,6 mm 0,5-2,0 mL mint
LC microbore 15-3,2mm 100 - 500 pl mint
micro-LC (uULC) 0,5-1,5mm 10 - 100 pl min?t
LC capilar (cLC) 150 - 500 pm 1-10 pl min?
nano-LC 10 - 150 pm 10 - 1000 nl min-t

Fonte: CHERVET, J.P. et al, 1996, p. 1509 [32]

As primeiras tentativas de miniaturizacdo da cromatografia liqguida remetem aos
trabalhos pioneros de Horvath em 1967, seguidos pelos trabalhos de Giddings, Ishii e
Novotnynas décadas seguintes. O desenvolvimento da cromatografia liquida
miniaturizada foi inicialmente lento e permaneceu um tanto relegado até o inicio dos
anos 90, porém o avanco em instrumentacao analitica nos ultimos anos tem permitido
seu resurgimento [34,35].

Quando comparada a cromatografia liquida em escala convencional, a LC
miniaturizada pode fornecer menores limites de deteccdo e quantificacao,
especialmente quando essa técnica é utilizada acoplada a detectores sensiveis a
concentracéo do analito (como por exemplo espectrometros de massas com ionizagao
por electrospray (ESI)); ainda, permite diminuir o consumo de amostras, fases
estacionarias e solventes Na hifenagdo da cromatografia liquida com a
espectrometria de massas tem sido observadas melhorias na eficiéncia da ionizacao
ao migrar da escala convencional a escala miniaturizada, especialmente devido a
menor quantidade de fase movel a ser evaporada na fonte de ionizagdo por
electrospray [36].

Incrementos na sensibilidade e reducao no efeito de matriz ao passar da escala
convencional para a miniaturizada foram demonstrados por Wang e Bennet no
acoplamento da cromatografia liquida com a espectrometria de massas de alta
resolucao [37]. No entato, em estudos de compracao entre escalas convencional e

miniaturizada, alguns autores apontam como vantagem da reducdo de escala
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somente a diminuicdo no consumo de amostras e solventes, sem melhoras
significativas na reducéo dos LD e LQ [37].

E importante ressaltar que essa maior detectabilidade em LC miniaturizada
acoplada a detectores sensiveis a concentracéo, s pode ser atingida se a eficéncia
cromatografica for mantida e se volumes de amostra proporcionalmente maiores sao
injetados [35,38]. Isso significa que, para obter um real incremento na sensibilidade
por reducdo da escala, volumes de injecdo maiores que 0s aceitaveis para LC
miniaturizada sdo necessérios. Entretanto, a transferéncia de métodos da HPLC
tradicional para a escala miniaturizada é normalmente guiada por um fator de escala
proporcional a razdo entre o0 quadrado do raio das colunas (f =
r’convencional/r’miniaturizada) [39]; a reducéo dos volumes de injecdo causados por
esse escalonamento também sdo mais compativeis com a capacidade de carga das
colunas cromatograficas miniaturizadas.

O volume injetavel depende do volume morto da coluna, do fator de retencéo
do soluto dentro do solvente da amostra e da fase movel, e sua mistura antes de
atingir o leito cromatografico. Até mesmo o tipo de particulas tem um efeito no volume
injetavel. Por exemplo, as particulas de nucleo rigido possuem eficiéncia superior
sobre particulas totalmente porosas, fornecendo bandas de analito mais estreitas;
porém, devido ao reduzido volume poroso, elas sao ligeiramente mais sensiveis a
sobrecarga da amostra [40]. O efeito do volume de injecdo na eficiéncia cinética de
colunas Kinetex UHPLC (preenchidas com particulas de ndcleo rigido) com diferentes
comprimentos (50, 100 e 150 mm) foi relatado e colunas mais curtas mostraram-se
propensas a perder sua eficiéncia antes que as mais longas [23].

O volume de injecdo pode ser aumentado com a focalizacdo na coluna,
situacao na qual o solvente da amostra tem menor forga de eluicdo que a fase movel.
Vérias estratégias tém sido descritas para este propdésito [40]: Marta e colaboradores
[41] conseguiram reducbes do limite de quantificagdo entre 2 a 5 vezes na
determinacao de hormonios esteroides em plasma humano; para isso utilizaram micro
UHPLC com aumento do volume de injecao, estudando colunas com diametros entre
0,3-0,5 um i.d. e diferentes geometrias e fases estacionarias.

De modo geral, column switching em LC miniaturizada ndo sé permite a
integracdo das etapas de preparo de amostra e separagdo cromatografica, mas
também se apresenta como a melhor alternativa disponivel para injetar maior volume

de amostra, e consequentemente, maior massa de analito na escala miniaturizada,
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com focalizacdo na primeira dimenséo, enquanto possibilita o real incremento na
detectabilidade prometida pela reducao da escala [42].

No entanto, a utilizagdo de sistemas column switching com formas miniaturizadas
da cromatografia liquida é ainda bastante limitada quando comparada com seu uso
na escala convencional. Essa constatacdo € facilmente visualizada a partir do
levantamento das publicacdes descrevendo o uso de sistemas column switching

compiladas na base de dados Scopus (Figura 1.1).

Figura 1. 1 - Distribuicdo por ano das publica¢cdes compiladas na base de dados Scopus, incluindo

a equacao de busca “column switcinhg” and: “liquid chromatography”, “capillary LC”,
“micro LC” e “nano LC”.
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Fonte: Base de Dados Scopus (consulta em novembro de 2018)
1.3 Aplicacbes de sistemas column switching

Os sistemas column switching surgiram na década de 70 [43] como uma
estratégia capaz de permitir a injecdo direta de amostras biolégicas nos sistemas
cromatograficos. Atualmente sdo amplamente utilizados, tanto na determinacédo de
uma variedade de moléculas pequenas a partir de uma grande diversidade de

matrizes, quanto no desenvolvimento de analises nas ciéncias 6micas.
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Na determinacdo de pequenas moléculas, uma revisdo das diferentes
aplicacdes publicadas na base de dados Scopus no periodo compreendido entre 2010
a 2018 (Figura 1.2) demonstrou que o0s sistemas column switching continuam
encontrando sua principal aplicacdo na andalise de amostras biolégicas com fins
farmacéuticos, toxicologicos e/ou forenses (~51% das publicacdes), sendo as
amostras de plasma, urina e tecido cerebral as principalmente analisadas. Aplicacdes
na area de alimentos, no controle de qualidade nas industrias cosméticas e
farmacéuticas sdo comuns, assim como no estudo de produtos naturais. Observa-se
ainda que os sistemas column switching tém encontrado grande aplicabilidade na
analise de amostras de interesse ambiental, permitindo a determinacao de todo tipo

de contaminantes em amostras de aguas, sedimentos e solos.

Figura 1. 2- Distribuig&o das principais aplica¢des dos sistemas column switching segundo a natureza
da amostra analisada, de acordo com as publica¢gBes encontradas no periodo entre 2010
e 2018 na base de dados Scopus.
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Fonte: Base de dados Scopus (consulta em novembro de 2018).

Nas ultimas décadas, estudos das caracteristicas de aguas residuarias tem
chamado a aten¢do no que diz respeito & presenca ambiental de uma gama de
substancias recentemente identificadas e que séo provenientes exclusivamente da
atividade humana. A ocorréncia desses compostos, chamados “contaminantes
emergentes” e seus impactos nas formas de vida aquatica e terrestre — assim como

na saude humana - tém sido motivo de preocupacdo ndo somente entre cientistas,
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mas também para a populacdo em geral [44]. Contaminantes emergentes (EC — do
inglés, Emerging Contaminants) sdo compostos quimicos de origem sintética ou
derivados de uma fonte natural que tenham sido recentemente identificados no meio
ambiente e cujos riscos ambientais e a saude publica ainda precisam ser
estabelecidos [45]. Em sua maioria, 0s contaminantes emergentes pertencem a 3
categorias principais: produtos farmacéuticos, produtos de cuidado e higiene pessoal
e compostos desreguladores enddcrinos [44]. Entretanto, tais contaminantes ndo se
limitam a essas 3 categorias; nanomateriais, drogas ilicitas, adocantes sintéticos,
metabdlitos de contaminantes emergentes[44-46] e inclusive genes [44] tém sido
citados na literatura

Dentre os contaminantes emergentes, os desreguladores endécrinos (EDC —
do inglés, Endocrine Disrupting Compounds) tem demandado muita atencdo da
comunidade cientifica, principalmente na identificacdo das fontes emissoras e no
modo de transferéncia para os ecossistemas aquaticos. Compostos organicos que
apresentam atividade hormonal séo potenciais desreguladores enddcrinos, incluindo
compostos sintéticos (farmacos, conservantes, pesticidas) e os hormonios esteroides
naturais. Uma vez que infimas quantidades desses compostos podem provocar
desregulacdo enddcrina, métodos analiticos que sejam confidveis e sensiveis sao
imprescindiveis como ferramenta para a avaliacdo do impacto causado por esses
compostos no ambiente, especialmente no meio aquatico [47-49].

Na literatura varios sdo os métodos descritos para a determinacao de
desreguladores endocrinos em aguas superficais e residuais, majoritariamente
utilizando cromatografia liquida hifenada a espectrometria de massas. Tém sido
relatados tanto métodos envolvendo a determinagéo de diferentes grupos de EDC
simultaneamente - incluindo estrégenos sintéticos e naturais, compostos alquil
fendlicos, parabenos, benzotriazdis e retardantes de chama — quanto métodos para a
analise de um grupo especifico de compostos com propriedades similares, como por
exemplo bisfenol e seus derivados clorados [47], BPA, bisfenol AF, tetraclorobisfenol
A, e tetrabromobisfenol A [14], além de estrOgenos sintéticos e naturais [48].

Pelo viés analitico, talvez o grupo mais desafiante de EDC seja o dos hormdnios
estrogénicos. Esses horménios sexuais sdo produzidos em peixes, anfibios, passaros
e mamiferos. No ser humano, sao naturalmente produzidos em ambos 0s sexos, mas
em maiores concentracdes nas mulheres. S&o extremamente importantes no

desenvolvimento dos Orgdos sexuais femininos e das caracterisiticas sexuais
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secundarias, além de atuarem ativamente na manutencdo e regulacdo do sistema
reprodutor feminino. S&o, ainda, fundamentais no desenvolvimento do sistema
reprodutor masculino [49]. Por sua vez, hormonios estrogénicos sintéticos sao
comumente utilizados nas terapias de reposi¢cado hormonal [50] e como contraceptivos
[51-52]

Outra classe de compostos também capaz de causar desregulacédo do sistema
enddcrino e que vem sendo estudada sdo os parabenos. Apesar de serem utilizados
desde os meados da década de 1920, somente em 1996 foram publicados resultados
analiticos referentes a sua ocorréncia em agua.[53] Parabenos sdo amplamente
utilizados como agentes conservantes, antibactericidas e antifingicos em produtos de
cuidado e higiene pessoal, alimentos, bebidas e farmacos. N&o é rara a associagdo
de dois ou mais parabenos em uma mesma formulagéo, e caracteristicas como boa
estabilidade térmica e quimica, além de baixo custo, tornam sua utilizacdo bastante
frequente. [54-56] Apesar de considerados compostos de baixa toxicidade, parabenos
sao facilmente absorvidos pelo tecido epitelial sem que sejam degradados pelas
enzimas esterase; isso, associado a capacidade desreguladora enddécrina, pode ser
responsavel pela incidéncia de cancer de mama e pele [57].

Industrias farmacéuticas e veterinarias, esgoto doméstico e hospitalar, descarte
inapropriado de farmacos e ineficientes processos de purificacdo nas estacfes de
tratamento de 4gua séo as principais fontes emissoras de estrégenos e parabenos
para o ambiente, especialmente o aquatico [58].

De fato ainda se sabe muito pouco a respeito do impacto que 0s contaminantes
emergentes causam no ambiente aquatico e terrestre. Entretanto, € consenso entre a
comunidade cientifica que mesmo quando em quantidades muito pequenas, a
presenca desses contaminantes no ambiente ndo € indqua. A quantificacdo desses
analitos no ambiente exige métodos com limites de detec¢do (LD) muito baixos,
fazendo das estratégias column switching pertinentes para satisfazer as exigéncias
na determinagcdo desses compostos. A Tabela 1.2 apresenta os principais trabalhos
disponiveis nos udltimos anos utilizando a abordagem column switching e

cromatografia liqguida na analise de EDC em matrizes ambientais.
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Tabela 1 2- Principais trabalhos disponiveis nos ultimos anos utilizando a abordagem column switching e cromatografia liquida na analise de EDC em
matrizes ambientais.

Analitos Matriz Tecr_n_ca Coluna CO".’U"" LOD Ref
analitica SPE analitica
< . Coluna monolitica de . .
Bisfenol A AgAuellj;jzéoI:ecl)ra LC-MS inmunoafinidade (150 Eqﬁr:znglrlncmli m) 0,3ng L? [59]
9 9 (50 mm x 4.6 mm) ' 121
Alquil fendis . .
Esteroides Sedimento de rio LC-MS RAM-LiChrospher ADS C4 LiChrospher 100 BP 18 0,5-5ng L? [60]
o . (25 mm x 4.0 mm, 25pm) (250 mmx 4,0 mm; 5 um)
Horménios sexuais
Bisfenol NI: Cyclone NI: Hypersil GOLD
Alquil fendis . (50 mm x 0,5 mm) (75 mm x 2,1 mm, 3 pm)
Esteroides SeEds'mo‘igto Tl\';g/,\';é PI: : Cyclone-MCX PI: Purospher STAR RP-18 0,0025-321 ng L2 [61]
Parabenos 9 (50 mm x 0,5 mm) (125 mm x 2,0 mm, 5 ym
Fluorocarbonados
Bisfenol e derivados Agua de rio LC-MS/MS Hypersil Gold C18 Ascentis Express C18 ) [47]
Clorados Agua de garrafa (20 mm x 2,1 mm, 12 pm) (Fused core)
) ) Agua de torneira UHPLC- XP XBridge™ C18 Aquity shiel PR18 1
Bisfenol e derivados Agua de rio MS/MS (30 mm x 2,1 mm, 10 pm) (100 mm x 2,1 mm, 1,7 pm) 0.5-18ngL 24]
P . Esgoto . .
Estrogeln|olslnatura|s e Efuente de tratamento LC-MS/MS Hypersil Gold C18 Hypersil Gold C18 2,050 ng Lt (62]
sintéticos p (20 mm x 2,1 mm, 12 pm) (50 mm x 2,1 mm, 3,0 pm)
Agua de garrafa
P Esgoto
E . . PLRP- P h RP C1
strogenios Agua de rio LC-MS/MS N urospher star RP C18 0,03—2,1ng Lt 63]
Progesteronas i (20 mm x 2,1 mm, 12 pm) (125 mm x 2,0 mm, 5 pm)
Agua de garrafa
Hypersil Gold aQ .
Hormonios esteroides Esgoto LC-MS/MS (20 mm x 2,0 mm, 12 pum) Hypersil Gold aQ 8,0-60ngL? [64]
. (100 mm x 2,2 mm, 1,9 ym)
(dois em modo tandem)
Agua de rio lon Pac NG .
L . . Acclaim PA2 »
Estrogénios e androgénios Entrada e saida de LC-MS/MS (4,0 mm x 35 mm) 0,5-5,0ngL? [65]
(150 mm x 3,0 mm, 3,0 um)
planta de tratamento
. . P . Oasis HLB
Hormorpo§ lnaturals e Agua de rio LC-MS/MS HySphere-C18 (EC) HyPURITY-C18 1,3-6,9ng L™ (66]
sintéticos Esgoto (250 mm x 2,1 mm, 5,0 yum)
(20 mm x 2,0 mm)
Compostos alqwl fendlicos Diferentes t’|p.05 de Oasis HLB Acuity BEH C18 .
Esteroides amostras soélidas e LC-MS/MS (50 mm x 2,1 mm, 20 pum) 0,1-2,1nglL [67]
o . L (50 mm x 2,1 mm, 1,7 pm)
Hormonios sexuais liquidas Duas em paralelo
A Aguas BetaBasic Betabasic 18 (100 x 2.1 mm, 1
Hormonios urina LC-MS/MS (20 x 2.1 mm, 5 um 3.0 um) 6,9-76ngL [68]
Cartucho de ago (15mm x 4 mm)
A i : empacotados com Alltima-C18 _ 4
Estrogénios Aguas LC-LV Filtros de cigarro e/ou C18 (250mm x 4.6 mm, 5 pm) 0.9-78ngL [69]
Cartucho de ago (5 mm x 4,6 mm)
Bisfenol Aguas LC-UV empacotados com Ascentis® Express C18 0,6—2pg L [70]

Nanaofibras de poliamida

(10 cm x 4.6 mm)
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Entretanto, apesar de promissora, essa ndo € uma abordagem comum.
Levando em consideracéo a frequéncia de publicacdes na tematica de contaminantes
emergentes, poucos sao os trabalhos cientificos explorando column switching e
cromatografia liquida para a analise de hormdnios e parabenos. Até onde € de nosso
conhecimento, nenhuma estratégia totalmente miniaturizada associando column
switching e cromatografia liquida foi reportada para a analise de horménios e
parabenos em agua.

Claramente, é gracas ao avanco das técnicas e instrumentacdo analiticas que
a ocorréncia desses contaminantes ambientais pode ser identificada e muitas vezes,
quantificada (tipicamente em concentracdes na ordem de ng L?). Isso permite, em
dltima andlise, que esforgos sejam empregados no entendimento dos potenciais riscos
e impactos gerados por esses contaminantes.

Nesse cenario, esta tese teve por objetivo o desenvolvimento e avaliacdo de
estratégias column switching para determinacdo de contaminantes emergentes em
amostras de interesse ambiental como aplicacdo modelo no estudo comparativo entre

as escalas convencional e miniaturizada.
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Column switching em cromatografia liquida
miniaturizada para analise de horménios em agua:
estratégias para melhora do perfil cromatografico
priorizando focalizacdo e transferéncia da banda
cromatografica (CS-cLC-UV/Vis)
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1 OBJETIVO

O objetivo deste estudo foi a avaliacdo de diferentes estratégias visando
alcancar perfis cromatograficos adequados para a quantificacdo hormonios esteroides
em matrizes aquosas. Para tanto, técnicas online de preparo e pré-concentracdo de
amostras foram avaliadas, bem como a utilizacdo de diferentes materiais extratores e
arranjos instrumentais envolvendo column switching em cromatografia liquida capilar

com deteccéo UV/Vis.

1.1 Objetivos especificos

e Preparar diferentes colunas capilares para extracdo em fase solida (SPE)
online

e Avaliar comparativamente as colunas extratoras preparadas com relacao
a
- capacidade retentiva para os compostos de interesse e

- capacidade de limpeza da matriz

e Avaliar o tempo de transferéncia dos analitos das colunas extratoras para
a coluna analitica

e Avaliar diferentes colunas capilares analiticas comerciais ante o0s
compostos de interesse

e Avaliar o acoplamento das colunas extratoras de interesse a coluna

analitica, selecionando o melhor arranjo em column switching capilar
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2 DESENVOLVIMENTO EXPERIMENTAL

2.1 Material

2.1.1 Padrdes analiticos

2.1.1.1 Hormonios esteroides

As estruturas quimicas e propriedades fisico-quimicas mais relevantes dos

hormonios utilizados sé&o apresentadas na Tabela 2.1.

Tabela 2.1 Estruturas quimicas e propriedades fisico-quimicas dos horménios utilizados nesse

estudo.
Nome MM Solubilidade Lo
(Abreviacao) Estrutura Quimica (g mol) em agua K 9 pKa
¢ (mg L a 20°C) ow

Estrona 270,17 5,0¢ 431c 10,772
(El) 1 1 1 b

17p-Estradiol 27218 13,0¢ 375 10,712
(E2)

Estriol . c b
(E3) 288,17 13,0 2,67 10,40
17a-

Etinilestradiol 296,18 4,8¢ 4,15¢ 10.33¢

(EE2)

Proge(SF'f)erO”a 314,46 8,8¢ 383  NA

Autoria Prépria.

Fonte: a LEWIS, K. M.; ARCHER, R. D. pKa values of estrone, 17 beta-estradiol and 2-
methoxyestrone.  Steroids, v. 34, n. 5, p. 485-99, 1979. [1]

b MARQUES, R.; VAZ, F. A. S.; POLONINI, H. C.; OLIVEIRA, M. A. I. Optimized separation method
for estriol, 17-B-estradiol and progesterone by capillary eletrochromatography with monolithic column
and its application to a transdermal emulsion. Journal of The Brazilian Chemical Society, v. 26,
n. 3, p. 609-618, 2015. [2]

¢CHEMAXON. Properties viewer, Budapest. Disponivel em: <http://www.chemicalize.org/>. Acesso
em: 10 jan 2015. [3]
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Os padrdes analiticos dos horménios esteroides utilizados neste trabalho
foram: 17 B-estradiol (E2), com 99% de pureza; estriol (E3), com 99% de pureza; 17
a- etinilestradiol (EE2), com 99% de pureza, e progesterona (P), com 98% de pureza,
todos adquiridos da Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha), além de estrona (E1), com
97% de pureza, adquirida de Fluka. Nessa etapa do trabalho foi avaliado o uso de
etilparabeno (EP) como surrogate. Esse padréo, de 99% de pureza, foi adquirido da
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

2.1.2 Reagentes e solventes

Acetonitrila (ACN), metanol (MeOH) e acetato de etila (AcOEt), todos grau
HPLC, da Tedia (Fairfield, USA) foram usados nesta etapa do trabalho. A agua
purificada foi obtida de sistema Milli-Q da Millipore (Bedford, USA). Membranas
hidrofébicas de 0,2 um e hidrofilicas de 0,45 um e 0,2 um, utilizadas para a filtracao

de solventes e amostras, foram adquiridas da Millipore.

2.1.3 Hardware empregado nas colunas extratoras

As colunas para extragdo online foram montadas utilizando-se tubos de ago
inoxidavel com 50 mm de comprimento, com diametro de 508 um i.d. e 1/16” 0.d ou
254 ymi.d. e 1/16” o.d., fornecidas pela VICI (Valco Instruments Co. Inc.). As unides,
end fittings e filtros tipo tela (screens), de 2 ou 10 um de poro, utilizados sé&o de aco
inoxidavel e foram também fornecidos pela VICI. A Figura 2.1 mostra a fotografia das
partes que compdem o hardware de cada uma das colunas utilizadas para a extracao

online.

Figura 2.1 - Foto do hardware de aco inoxidavel. a) end fitting composto por anilha (ou
ferrule) e conector; b) unido; c) filtro tipo screen (tela) e d) tubo de aco.

b
P—— .
d =

[ ——
C

/IIII[IIIIIIIII[IIIIIHH[HH’lm,lllI,l IlI|IIll|II|l|I|l||||||\\ll\\l\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\
[ 1 2 3 4 5 6 T 8 9 10

Autoria prépria.
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A Figura 2.2 apresenta o corte longitudinal detalhando as partes que compdem
o hardware utilizado (2.2.A), destacando o design que elimina o volume extra coluna
(2.2.B).

Figura 2.2- A) Corte longitudinal detalhando as partes que comp8em o hardware utilizado para o
preenchimento com as fases extratoras; B) Detalhes do design que elimina o volume
extra coluna.

Unido Tubo de ago inox Anilha (ferrule)
| /
W vt ) (M, | q )
B T e —
Filtro tipo tela (sereen)
Anilha Uniso Conector fémea

- Tubo de ago
Conactor macho »\u:lha

Sereen Detalhe do conector fémea  Comector macho

Tubo de ago

Fonte: Adaptado de VALCO INSTRUMENTS Co. Inc. (VICI). Valco Fittings. Disponivel em:
<http://www.vici.com/Vfit/vfit.php>; Acessos em: 22 marco 2013 (2.2A) e 10.09.2015 (2.2B).

2.1.4 Fases estacionarias comerciais utilizadas no preenchimento das
colunas extratoras

Para o preenchimento das colunas de extragédo foram utilizadas as seguintes
fases estacionarias: fase polimérica Strata X (Phenomenex); fase de silica
quimicamente modificada Discovery Cis e Discovery Cs (Supelco); fase de silica
guimicamente modificada Luna Cis e Luna Cs (Phenomenex). Essas fases sao fases
utilizadas em cromatografia em fase reversa.

A Tabela 2.2 apresenta as fases extratoras utilizadas, com respectivos

tamanhos médios de particulas, poro e outras caracteristicas importantes.


http://www.vici.com/vfit/vfit.php
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Tabela 2.2- Caracteristicas das fases extratoras utilizadas.
Fase Forma/Tamanho Tamanho Carga de Cobertura Area Faixa de
Extratora médio das do poro carbono fase ligada superficial trabalho
particulas (um) A) (%) (umol m-3) (m2g?) (pH)
Strata X2 Irregular / 33 85 NA NA 800 1-14
Discovery Cig®  Irregular / 50 70 18 2,5 480 2-8
Discovery Cs®  Irregular / 50 70 9 NI 480 2-8
Luna Cis® Esférica / 10 100 17,5 3 400 1,5-10
Luna Cs® Esférica / 10 100 13,5 55 400 1,5-10

Autoria prépria

Fonte: 2Disponivel em:< http://phx.phenomenex.com/lib/br75930712_w.pdf>; Acesso em 10.07.2015 [4]
b Disponivel em: <http://www.sigmaaldrich.com/Graphics/Supelco/objects/11300/11262.pdf>; Acesso em
10.07.2015 [5]
¢Disponivel em: <https://www.che.utah.edu/department_equipment/ProjectsLab/AHPLC/ M
SLunaColumnData. pdf>; Acesso em:10.07.2015. [6]
NA: Nao Aplicavel; NI: Nao Informado.

2.1.5 Colunas analiticas comerciais

2.1.5.1 Colunas capilares Cis

Colunas analiticas capilares comerciais preenchidas com fase estacionaria Cis
(silica modificada com grupos octadecil) foram utilizadas durante o desenvolvimento
do método na escala capilar. A Tabela 2.2 mostra as colunas capilares Cis utilizadas

e suas principais caracteristicas.

Tabela 2.3- Colunas capilares Cis comerciais utilizadas e suas principais caracteristicas.

e . Dimensdes Tamanho de Tamanho
Identificacdo da

coluna Cus (Lxid., particula do poro Fornecedor
mm) (M) (A)
ACCLAIM CAtifi
) Thermo Scientific/
(Acclaim PepMap RSLC) 150 x 0,30 2,0 100 Dionex, USA
ASCENTIS
" Supelco,
(Ascentis Express Fused 150 x 0,50 2,7 90 BSA
Core)
HYPERSIL ANt
, Thermo Scientific,
(Hypersil Gold AQ) 100 x 0,32 1,9 175 USA
SYNERGI
Phenomenex,
(Synergi Fusion) 150 x 0,30 4,0 80 USA
ZORBAX ; ;
: Agilent Technologies,
(Zorbax Eclipse XDB) 150 x 0,30 3,5 80 Alemanha

*particula de silica superficialmente porosa
Autoria prépria
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2.1.6 Equipamentos, softwares e sistemas

Para as medidas de massa foi utilizada uma balanca analitica Mettler Toledo,
modelo AG285. As medicOes de pH foram realizadas em um potencidémetro Qualxtron,
modelo 8010.

Para o tratamento e descricdo dos dados foi utilizado o pacote Microsoft®
Office™, para tratamento das figuras o CorelDraw™ e o software Chromeleon™ 7.1
para aquisicao e tratamento dos dados cromatograficos.

Os equipamentos e sistemas utilizados no preenchimento das colunas
capilares extratoras sao descritos a seguir, bem como o equipamento utilizado para
as avaliacdes das colunas de extracdo para o desenvolvimento de método em fase

reversa na escala capilar.

2.1.6.1 Preenchimento das colunas extratoras

Para o preenchimento das colunas utilizadas para extragéo online foi utilizada
uma bomba LC-20AT, da Shimadzu (Kioto, Japdo). Uma coluna cromatografica vazia
de aco inox (50 x 4,6 mm) foi utilizada como reservatério para a suspensao das

particulas da fase extratora, no momento do empacotamento.

2.1.6.2 Cromatografia liquida em fase reversa em escala miniaturizada

Para as avaliacbes das colunas extratoras e etapas de desenvolvimento de
método utilizou-se o cromatégrafo UltiMate™ 3000 RSLCnano da Thermo Scientific
Dionex.

Trata-se de um equipamento extremamente versatil, capaz de realizar analises
cromatograficas tanto na escala convencional (inclusive analises por UHPLC) quanto
nas escalas nano, capilar ou micro. Permite ainda analises em modo unidimensional
ou multidimensional, com eluicdo em foreflush ou backflush.

A configuracdo disponivel nas dependéncias do CROMA (IQSC, USP Séao
Carlos) conta com um sistema composto por 3 bombas independentes: uma bomba
para gradiente de alta pressdo, com disponibilidade de 2 linhas de solvente,
suportando pressdes primarias de até 800 bar, e que na configuracdo capilar tem

capacidade de bombeamento preciso de misturas de solventes em vazdes de até 15
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UL mint, denominada bomba NC (do inglés Nano-Capillary); uma bomba para
gradiente de baixa pressdo, com disponibilidade de 3 linhas de solvente, que suporta
pressbes de até 500 bar, e tem capacidade de bombeamento de até 2,5 mL min-,
denominada bomba de carregamento ou LP (do inglés Loading Pump); e por fim, uma
bomba para gradiente de alta pressédo, com disponibilidade de 2 linhas de solvente,
gue suporta pressdes de até 1000 bar, e possui capacidade de bombeamento de até
5 mL min?, responsavel pelas andlises na escala convencional e/ou em UHPLC,
denominada bomba HPG-RS (do inglés High Pressure Gradient - Rapid Separation.
As bombas podem ser utilizadas em conjunto ou individualmente.

O equipamento UltiMate™ 3000 RSLCnano possui um amostrador automatico
com controle de temperatura, equipado com uma Valvula injetora que suporta
pressdes de até 900 bar, e que pode ser configurado para volumes de injecdo de
nanolitros até mililitros de amostra, bastando utilizar seringa, loop e agulha
compativeis com o volume desejado.

O sistema cromatografico conta com um forno termostatizado para colunas,
que acomoda, na configuracao disponivel no laboratério, duas valvulas atuadoras: Ve
(valvula de duas posicdes e 6 portas), e Vio (valvula de duas posigdes e 10 portas)
gue oferecem ao sistema diversas possibilidades de configuracdo para cromatografia
multidimensional, no sentido amplo da terminologia. Fazem ainda parte do sistema
um detector UV-Vis de comprimento de onda variavel e até 4 canais para aquisicao
de dados, compativel com o sistema capilar (cela com volume de 45 nL e caminho
otico de 10 mm), um detector de arranjo de diodos (DAD) compativel com o sistema
UHPLC (cela com volume de 2,5 uL), além do desgaseificador e do software

Chromeleon™ 7.1 para aquisicéo e tratamento dos dados.

2.1.7 Amostras ambientais - esgoto simulado

Amostras de esgoto simulado foram utilizadas para o desenvolvimento do
meétodo de extracdo online. Antes da injecdo no sistema cromatografico, as amostras
foram filtradas em membrana de 0,22 um. A Tabela 2.4 mostra a composi¢cao do
esgoto simulado utilizado neste trabalho.
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Tabela 2.4- Composicéo do esgoto simulado utilizado no desenvolvimento do método de extracao.

Composigéo Quantidade parallL
Sacarose 35 mg
Amido 114 mg
Extrato de carne 208 mg
Oleo de soja 51 mg
NaCl 250 mg
MgCl2.6H20 7 mg
CaClz.2H20 4 mg
NaHCO3 200 mg
Detergente 3 gotas

Adaptado de TORRES, P., 1992. [7]

2.2 Métodos

2.2.1 Preenchimento das colunas extratoras

Foram preenchidas 9 colunas extratoras, seguindo o mesmo procedimento,
variando-se apenas a fase extratora. Na Tabela 2.5 podem ser observadas algumas

caracteristicas das colunas capilares extratoras preparadas.

Tabela 2.5-Caracteristicas das colunas extratoras.

Fase Comprimento  Didmetro interno  Tamanho médio Tamanho do
extratora do tubo do tubo das particulas poro dos filtros
utilizada (mm) (um) da fase (um) screen (um)
Strata X 50 508 33 10

Discovery Cis 50 508 50 10
Discovery Cs 50 508 50 10
Luna Cus 50 508 10 2
Luna Cs 50 508 10 2
Luna Cis " 50 254 10 2
Luna Cs 50 254 10 2

*Triplicata (para verificagdo de reprodutibilidade lote-a-lote).
Autoria propria
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Inicialmente montou-se o hardware, fechando apenas um dos lados do tubo de
aco com a anilha, end fitting e uma unido contendo o filtro tipo tela (screen) para
retencdo das particulas da fase extratora (Figura 2.3.A); a outra extremidade do tubo
contendo apenas a anilha e end fitting foi conectada ao tubo de a¢o vazio - reservatorio
para a suspenséao da fase extratora - (Figura 2.3.B). A suspensao de 10 mg da fase
extratora (Tabela 2.3) em 1 mL de metanol (solvente de suspenséo) foi agitada em
banho de ultrassom por aproximadamente 2 minutos, e transferida para o tubo de ago
(reservatorio).

Em seguida, o conjunto (coluna acoplada ao reservatdrio contendo a
suspensao) foi conectado a bomba de HPLC e procedeu-se o empacotamento,
utilizando-se metanol como solvente propulsor. A bomba permaneceu ligada com
vazdo constante de metanol (0,2 mL min* para hardwares de 508 um i.d. e 0,1 mL
min para hardwares de 254 um i.d.) por aproximadamente 30 minutos. A bomba foi
entdo desligada e o frasco contendo metanol foi substituido por outro contendo agua
ultrapura. Apés purga do sistema, a bomba foi nhovamente ligada e o conjunto foi
condicionado em agua, respeitando-se as vazdes utilizadas anteriormente, por mais
30 minutos.

A segquir, foi realizada novamente a substituicAo do solvente (agua por
metanol), condicionando-se a coluna com metanol por 30 minutos (nas mesmas
vazbes aplicadas nas etapas anteriores). A bomba foi entdo desligada e a coluna de
extracao capilar, preenchida com fase extratora, foi removida do reservatério. Por fim,
a entrada da coluna foi fechada utilizando-se o respectivo end fitting e a unido
contendo o filtro tipo tela (screen); entdo a coluna foi devidamente identificada. Depois
de preparadas, as colunas extratoras foram condicionadas com fase moével composta
por agua/MeOH (50:50, v/v) por no minimo 8 horas.

A fotografia de uma das colunas preparadas pode ser observada na Figura
2.3.C.
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Figura 2.3 - Fotos detalhando o processo de preenchimento das colunas

2.3.A- Hardware montado antes do empacotamento,
apenas com uma uniéo.

— =

/IIII[I”IIIIII]II!II!II!]MHIHIllIlll’"ll]llll'lIII|IIIIIIII||I|II‘IIlI|llll‘ll||\|ll\\\“\\\\“\\\\\\
0 1T 2 3 4 5 6 7 8 9 10

2.3.B- Hardware conectado a coluna de empacotamento.
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2,3.C- Coluna empacotada, pronta para uso.

e
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Autoria propria.

2.2.2 Avaliacdo do perfil cromatografico em coluna capilar comercial
Acclaim Cis com extracdo online em coluna Strata X — arranjo
multidimensional em escala capilar com deteccao UV-Vis

O sistema UltiMate™ 3000 RSLCnano no modo multidimensional e em escala

capilar foi utilizado para estes experimentos, conforme ilustrado na Figura 2.4.
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Figura 2.4- Desenho representativo da configuragcao cromatografica multidimensional empregada
para a avaliacdo do acoplamento entre coluna extratora e analitica.

Desgaseificador v
=

Bombas ﬁ:l D)] 1
NC LP

Forno E{ﬁ)] [ Bomba
RS
E—D ] DAD
1

UV-Vis

Amostrador

Autoria prépria

Neste arranjo, a bomba HPG-RS (UHPLC) foi responsavel pelo carregamento
da amostra do sistema injetor até a coluna extratora; jA a bomba NC (capilar) fez a
transferéncia dos analitos da coluna Strata X (coluna de extragdo) para a coluna
analitica Acclaim Cis, bem como a separacdo dos horménios nesta coluna. Os
eventos de column switching nos experimentos foram possiveis gracas a presenca
das duas vélvulas atuadoras (Ve e Vio), que neste arranjo especifico oferecem
versatilidade com consideravel facilidade. Por exemplo, a transferéncia dos analitos
da coluna extratora para a analitica pode ser realizada tanto em foreflush quanto em
backflush, bastando inverter na V1o a entrada da bomba NC e a saida para a coluna
analitica, como pode ser observado em detalhe da Figura 2.5.



CAPITULO 2
58

Figura 2.5 -Desenho representativo das valvulas atuadoras Vs e V1o, presentes no sistema
UltiMate™ 3000 RSLCnano, indicando as etapas de transferéncia dos analitos
em backflush e foreflush.

Transferéncia dos analitos em backflush

Transferéncia dos analitos em foreflush

/| @\
—~T1

Autoria prépria

Nesta etapa do estudo, volumes de 125 pL de amostra (solugbes padréo dos
horménios, individuais ou na forma de mistura, em agua ultrapura) foram injetados na
otimizacdo do acoplamento entre colunas. Varidveis como tempo de extragdo (ou
tempo de carregamento), vazado e composi¢do da fase movel de extracdo utilizados
na coluna extratora, além do tempo de transferéncia da fragcdo da coluna extratora

para a analitica ja haviam sido definidas no estudo prévio realizado no grupo. [7]
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2.2.3 Avaliacao do perfil cromatogréafico em colunas capilares comerciais
com extracdo online em Strata X - arranjo multidimensional em
escala capilar com deteccao UV-Vis

O sistema UltiMate™ 3000 RSLCnano no modo multidimensional e em escala
capilar foi utilizado para a avaliagdo do acoplamento entre a coluna extratora e colunas
analiticas, ambas capilares. O arranjo descrito anteriormente (item 2.2.2) foi utilizado

para estes experimentos.

2.2.4 Avaliacdo do desempenho cromatogréafico das colunas capilares
comerciais com fase movel ternaria - arranjo unidimensional em
escala capilar

Para a avaliacdo da separacdo cromatografica dos 5 hormoénios com fase
movel ternaria nas colunas comercias disponiveis (item 2.1.5.1), o sistema UltiMate™
3000 RSLCnano no modo unidimensional e em escala capilar foi montado. A elui¢édo
dos compostos de interesse (E1, E2, E3, EE2 e P) foi promovida pela bomba NC
(capilar), em modo gradiente. O sistema injetor foi arranjado de modo a capacitar a
injecdo de 1 pL de amostra (solucdes padrdo dos horménios, individuais ou na forma
de mistura, em agua ultrapura). O caminho cromatografico foi escolhido para tornar o
volume extra coluna no sistema o menor possivel. As proporc¢des dos solventes da
fase mével e sua vazao, assim como a temperatura do forno foram variadas, a fim de
se obter as melhores condi¢cdes de separacdo. O detector utilizado nesta etapa do
trabalho foi UV-Vis e nenhuma das duas valvulas seletoras (Ve € V10) presentes no
sistema cromatogréfico foram envolvidas (atuadas) neste arranjo. A configuracéo

empregada para cromatografia capilar unidimensional € apresentada na Figura 2.6.



CAPITULO 2
60

Figura 2.6 - Desenho representativo da configuragdo cromatografica unidimensional
empregada para a separagdo com fase movel ternaria dos 5 horménios nas
colunas capilares.
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Autoria prépria

As condicdes cromatogréficas para a separagédo dos 5 horménios nas colunas
capilares anteriormente citadas utilizando fase movel ternaria foram otimizadas,
avaliando-se efeitos de temperatura, composicdo (proporc¢des) da fase movel ternaria

e vazao de eluicdo da fase movel.

2.2.5 Avaliacdo do perfil cromatografico em coluna capilar comercial
Zorbax Cis com extracdo online em coluna Strata X - fase mével
ternaria e deteccao UV-Vis

2.2.5.1 Estudo da capacidade retentiva da coluna Strata X

Para a avaliacdo do desempenho retensivo da coluna capilar Strata X para
extracdo online, o sistema UltiMate™ 3000 RSLCnano foi utilizado no modo

unidimensional. Entretanto, aproveitou-se o0 mesmo arranjo multidimensional
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desenvolvido em 2.2.2 (Figura 2.4). Este arranjo pode ser usado tanto no modo
unidimensional como no multidimensional de analise, bastando somente valer-se do
giro de véalvula para a escolha do modo a ser utilizado, o0 que o torna bastante prético.
Observa-se que as duas valvulas atuadoras (Vs e V10) estdo participando do arranjo;
entretanto, para a avaliacao da coluna extratora utilizando esta configuracdo, nenhum
giro de valvula foi necessario.

Nesta etapa do trabalho, foi utilizada somente a bomba HPG-RS (UHPLC),
responsavel pelo carregamento da amostra e pela eluicdo dos compostos da coluna
extratora. A bomba capilar (NC) apenas mantém condicionada a coluna capilar
analitica (sob baixa vazédo, por exemplo, 1 uL min't). Consequentemente, o detector
UV-Vis também nao é utilizado nesta etapa, ficando desligado. A Tabela 2.6 ilustra o

arranjo utilizado.

Tabela 2. 6- Tempos, posi¢des das valvulas e eventos envolvidos na avaliacdo da capacidade retentiva
dos analitos na coluna Strata X em fase moével de carregamento composta de metanol e

agua.
Configuracéo Coluna Coluna de
Tempo » .
(min) Ve Vio das analitica / extracéo /
min
valvulas Bomba Bomba

. Carregamento da
Condicionamento /

NC

(ndo participa da

amostra e eluicao
dos analitos /

. HPG-RS
analise)

25  Término da corrida cromatografica

Autoria prépria

O arranjo utilizado conecta a bomba responsavel pela eluicdo ao sistema injetor
do equipamento e este a coluna de extracdo. A deteccdo dos analitos eluidos é
realizada pelo DAD, conectado a saida da coluna extratora. O volume de inje¢&o foi

mantido constante e a injecdo de 500 puL de amostra (solucdo do padrédo em agua
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ultrapura) foi realizada no modo full loop (uma das possibilidades oferecidas pelo

equipamento).

2.2.6 Avaliacdo do perfil cromatografico em coluna capilar comercial
Zorbax Cig com extracao online em colunas Discovery Cig e Cg - fase
movel ternaria e detec¢éo UV-Vis

As colunas capilares extratoras preenchidas com as fases Discovery Cis e

Discovery Cs (item 2.2.1) foram utilizadas nessa etapa do estudo.

2.2.6.1 Estudo da capacidade retentiva das colunas Discovery Cis e Cg

Para este experimento, tanto o arranjo quanto o procedimento descritos em
2.2.5.1 foram utilizados; o estriol foi analito selecionado para a avaliacdo da

capacidade retentiva das colunas de extracdo Discovery Cis e Discovery Cs.

2.2.6.2 Avaliacdo do perfil cromatografico - column switching entre
colunas Discovery e coluna Zorbax

Para o acoplamento entre a colunas Discovery Cis e Cs e a coluna Zorbax foi

utilizado o mesmo arranjo multidimensional descrito no item 2.2.2 (Figura 2.4).

2.2.7 Avaliacdo do perfil cromatografico em coluna capilar comercial
Zorbax Cis com extracdo online em colunas Luna Cis € Cg - fase
movel ternaria e deteccdo UV-Vis

As colunas extratoras preenchidas com as fases Luna Cis e Luna Cs (item

2.2.1) foram utilizadas nessa etapa do estudo.

2.2.7.1 Estudo da capacidade retentiva das colunas Luna Cis e Cg

Para este experimento, tanto o arranjo quanto o procedimento descritos em
2.2.5.1 foram utilizados; o estriol foi analito selecionado para a avaliacdo da

capacidade retentiva das colunas de extragéo Luna Cis e Luna Cs.
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2.2.7.2 Avaliacdo do perfil cromatografico - column switching entre
colunas Luna e coluna Zorbax

Para o acoplamento entre as colunas Luna Cis e Cs e a coluna Zorbax foi

utilizado o mesmo arranjo multidimensional descrito no item 2.2.2 (Figura 2.4).

2.2.8 Avaliacdo do perfil cromatografico em coluna capilar comercial
Zorbax Cis com extracdo online em coluna Luna Cys (254 pm i.d.) -
fase moével ternéria e deteccao UV-Vis

As colunas extratoras preenchidas com as fases Luna Cis de diametro interno

de 254 um (item 2.2.1) foram utilizadas nessa etapa do estudo.

2.2.8.1 Estudo da capacidade retentiva das colunas Luna Cig (254 pm i.d.)

Para este experimento, tanto o arranjo quanto o procedimento descritos em
2.2.5.1 foram utilizados; o estriol foi analito selecionado para a avaliacdo da
capacidade retentiva dessas colunas.

As colunas de extracdo preenchidas com Luna Cis e de dimensdes 50 x
0,254mm, preparadas em triplicata (conforme item 2.2.1), foram avaliadas com

relacdo a capacidade retentiva para o estriol.

2.2.8.2 Avaliacdo das condicOes de transferéncia dos analitos da coluna
extratora para a coluna analitica

Para a avaliacdo das condicOes de transferéncia dos analitos da coluna
extratora para a coluna analitica, o sistema UltiMate™ 3000 RSLCnano no modo
column switching foi utilizado. O arranjo desenvolvido no item 2.2.2 foi novamente
utilizado, tendo-se apenas substituido a coluna capilar analitica por uma unido. O
objetivo dessa modificacdo € reproduzir o caminho cromatografico experimentado
pelo(s) analito(s), sem que haja, no entanto, separagéo cromatogréfica. Nesta etapa,
a bomba capilar (NC) participa do experimento, além da bomba HPG-RS (UHPLC) e
as valvulas atuadoras tem importante papel. A bomba HPG-RS foi responsavel pelo
carregamento da amostra. Ja& a bomba NC (capilar) foi responsavel pela eluicdo do

analito da coluna capilar extratora até o detector UV-Vis. Nesse experimento, foi
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avaliada a transferéncia da progesterona, analito mais retido nas condi¢cdes

estudadas, da coluna extratora para a coluna analitica.

2.2.8.3 Avaliacdo do perfil cromatografico — column switching entre
coluna Luna Cis (didametro 254 pm) e coluna Zorbax

Para o acoplamento entre as colunas Luna Cis de didmetro interno 254 um e a
coluna Zorbax foi utilizado o mesmo arranjo multidimensional descrito no item 2.2.2
(Figura 2.4).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Colunas extratoras

As colunas preparadas em triplicata foram submetidas as mesmas condi¢des
cromatograficas e os resultados obtidos foram comparados. As colunas foram
avaliadas no que diz respeito a capacidade retentiva para os analitos de interesse. Os
resultados obtidos mostraram perfis retentivos semelhantes para as triplicatas,
comprovando a reprodutibilidade lote-a-lote no preparo das colunas extratoras
produzidas.

As colunas extratoras apresentadas na Tabela 2.5 foram preparadas e
avaliadas durante o desenvolvimento de cada etapa do estudo; essas etapas sao

descritas e discutidas nos proximos itens desse Capitulo.

3.2 Avaliacdo do perfil cromatografico em coluna capilar comercial
Acclaim C18 com extracdo online em coluna Strata X — arranjo
multidimensional em escala capilar com deteccao UV-Vis

Ao iniciar-se o trabalho de desenvolvimento de método na escala capilar,
alguns resultados preliminares para a separacao de 4 horménios (E1, E2, E3 e EE2)
ja haviam sido obtidos no grupo [7] Uma separacdo havia sido alcancada com o
acoplamento da coluna extratora Strata X com a coluna analitica capilar Acclaim, com
eluicao gradiente de fase mével composta por 4gua e acetonitrila. Optou-se por iniciar
os estudos a partir dos resultados obtidos até entdo, introduzindo-se o quinto
horménio de interesse, a progesterona (P).

Entretanto, ao se aplicar exatamente o0 mesmo gradiente de eluicao
previamente utilizado, dessa vez para separar cromatograficamente os 5 hormonios,
a separacdo ficou bastante comprometida. A alta retencdo experimentada pela
progesterona evidenciou a necessidade de explorar a composicao (proporgdes de
cada solvente) do gradiente de eluicdo, a fim de se alcancar a separagao
cromatografica dos 5 horménios no acoplamento entre a coluna Strata X e a coluna
Acclaim.

O melhor resultado alcangado para o acoplamento entre as colunas Strata X e

Acclaim Cis é ilustrado na Figura 2.7.
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Figura 2.7 - Cromatograma tipico da separacdo obtida para os 5 horménios de interesse na coluna
cromatografica Acclaim Cis com extracdo online em Strata X. Fase movel binaria
composta de acetonitrila e 4gua utilizando modo de eluigdo gradiente, vazao de 12 pl/min
e temperatura do forno da coluna de 40°C.

1-MIX 5H- STRATA X + C18ACCLAIM ( backflush) [280 nm]
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Autoria prépria

Os eventos envolvidos no arranjo de column switching desenvolvido que
propiciaram a melhor separacdo cromatogréfica para o acoplamento entre coluna
extratora Strata X e coluna analitica Acclaim Cis (em escala capilar) estdo sumariados

na Tabela 2.7 e sdo detalhadamente descritos em seguida.
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Tabela 2.7- Tempos, posicfes das valvulas e eventos envolvidos no acoplamento da coluna extratora

e a coluna analitica.

Configuragao

Tempo
) Ve Vo das
(min)

valvulas

Coluna Coluna de
analitica / extracéo /
Bomba Bomba

4 12 101

13 Término da corrida cromatogréfica

Condicionamento/ Carregamento da
NC amostra / RS

Transferéncia (recebe .
Transferéncia
amostra da coluna

backflush / NC
extratora) / NC
Separagédo analitica / Lavagem
NC backflush / RS
Lavagem e

Separagédo analitica / o
NG Condicionamento

foreflush / RS

Autoria prépria
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Durante a etapa de extracdo (ou carregamento), as duas valvulas (Ve € V1o)
encontram-se na posi¢cao 1_2. A bomba HPG-RS impulsiona a fase mével composta
de 5% de acetonitrila em agua ultrapura através do sistema injetor, carregando a
amostra para a coluna de extracdo; nesta etapa, os analitos ficam retidos na coluna
Strata X e 0 que nao fica retido € direcionado para descarte, passando antes pelo
detector DAD, para monitoramento. Simultaneamente, a bomba NC impulsiona a fase
movel condicionando a coluna Acclaim Cis com 36 % de acetonitrila em agua (etapa
de equilibrio).

Na etapa de transferéncia da fragcdo contendo os analitos da coluna Strata X
para a coluna analitica, a valvula de 6 portas (Vs) permanece na posicdo 1 2 e a Vio
(10 portas) é atuada e mantida na posicdo 10_1. A bomba HPG-RS impulsiona fase
movel (5 % de acetonitrila em agua ultrapura), que é diretamente dispensada para o
DAD e descartada. Enquanto isso, a bomba NC impulsiona a fase mével do gradiente
de eluicao, transferindo, em backflush, os analitos retidos no inicio da coluna extratora
para a coluna analitica. A separacdo dos analitos é iniciada na coluna analitica, com
deteccao por UV.

Para a limpeza (lavagem) da coluna extratora em backflush, a vélvula Ve é
atuada e mantida na posicdo 6_1 e concomitantemente a V1o € atuada e mantida na
posicdo 1 2. Dessa forma, a bomba HPG-RS impulsiona ACN (90 %) para a lavagem
da coluna de extracédo, enquanto que a bomba NC continua impulsionando a fase
movel do gradiente de eluicdo pela coluna analitica, promovendo a separacao.

A Ultima etapa refere-se ao condicionamento em foreflush da coluna de
extracdo, deixando-a apta para extrair a proxima amostra. Assim, enquanto a Vio
permanece na posicdo 1_2, a Ve é atuada para a posi¢cao 1_2; a bomba NC continua
promovendo a separacao analitica, enquanto a bomba HPG-RS condiciona a coluna
extratora com a composicdo da fase movel utilizada para o carregamento da amostra
(e extracdo). Dessa forma, quando a corrida analitica termina, tanto Ve quanto Vio
estdo na posicdo 1_2, idéntica ao inicio do experimento.

Ainda utilizando o acoplamento da coluna Strata X com a coluna Acclaim Cis
nas condicbes que promoveram o melhor resultado, as duas possibilidades de
acoplamento em column switching foram avaliadas: o modo foreflush e o modo
backflush, como possibilidade de se obter melhor separacdo cromatografica. Em
termos de configuracdo, a Unica mudanca que teve que ser realizada foi a inversao

da entrada da bomba NC e saida para a coluna analitica: para transferéncia da fracao
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da coluna Strata X para a coluna Acclaim, a bomba NC deve ser conectada a porta 4
da valvula V1io; ja a coluna analitica deve ser conectada a porta 3 da mesma valvula.
Assim, a eluicdo dos analitos se dara no mesmo sentido do carregamento (foreflush).

Como pode ser visto na Figura 2.8, as bandas cromatograficas obtidas em
foreflush mostraram-se mais alargadas que as obtidas em backflush. De fato,
trabalhos encontrados na literatura relatam que a transferéncia em backflush promove
melhor fator de pré-concentracdo e focalizagdo dos analitos, diminuindo o
alargamento das bandas cromatograficas provocado pela menor eficiéncia
cromatografica da coluna de extracéo.[8][9] Portanto, nenhuma melhora na separacéo
dos 5 horménios foi obtida utilizando-se a transferéncia dos analitos da coluna

extratora para a analitica no modo foreflush.

Figura 2.8- Sobreposicdo dos cromatogramas tipicos da separacado obtida para os 5 horménios de
interesse em: coluna cromatografica Acclaim com extracao online e eluicdo em backflush
(preto) e em coluna cromatografica Acclaim com extracéo online e eluicdo em foreflush
(rosa). Fase movel binaria composta de acetonitrila e 4gua utilizando modo de eluicao
gradiente, vazado de 12 uL/min, temperatura do forno da coluna de 40°C e comprimento
de onda 280 nm.

1-MIX 5H- STRATA X + C18ACCLAIM { backflush)

90 2-MIX 5H- STRATA X + C18ACCLAIM ( foreflush)
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Autoria prépria

Apesar dos esforcos dedicados a otimizacdo das condi¢cdes de extracdo e
analise no acoplamento da coluna Strata X e Acclaim Cis, a separag¢ao cromatografica
obtida ndo pode ser considerada adequada. Como se pode observar no

cromatograma anteriormente mostrado (Figura 2.8), a separacao entre a banda do
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etinilestradiol e da estrona nao é suficiente para a quantificacdo destes analitos com
deteccado por UV-Vis, nem mesmo quando utilizado o modo backflush.

A partir das informacdes obtidas no acoplamento entre a coluna Strata X e
coluna Acclaim, decidiu-se avaliar o acoplamento das demais colunas analiticas

capilares disponiveis com a coluna extratora Strata X.

3.3 Avaliacdo do perfil cromatografico em colunas capilares comerciais
com extracao online em Strata X - arranjo multidimensional em escala
capilar com deteccao UV-Vis

Nesta etapa do estudo objetivou-se melhorar a separacdo cromatografica por
meio do acoplamento da coluna extratora Strata X com as diferentes colunas
analiticas capilares comerciais preenchidas com fase estacionaria Cis disponiveis no
laboratorio (item 2.1.5.1, Tabela 2.3).

De modo geral, avaliou-se a resposta das diferentes colunas ante o
acoplamento com a coluna Strata X, nas condicbes que forneceram a melhor
separacao na Acclaim. Eventualmente, pequenas mudancas na vazao da fase movel
responsavel pela separacdo cromatografica, assim como no gradiente, foram
avaliadas. Os melhores resultados - para todas as colunas testadas - foram obtidos
exatamente nas mesmas condicbes que o experimento anterior (coluna Strata X
acoplada a coluna Acclaim).

Entretanto, as colunas capilares analiticas Cis testadas mostraram
desempenhos bastante distintos, sem poderem ser considerados totalmente
satisfatorias para a andlise utilizando fase movel binaria. Pode-se observar na Figura
2.9 que as colunas Zorbax e Ascentis foram as que mostraram maior resolucéo
cromatografica para os analitos nas condi¢cdes estudadas. Ja as colunas Acclaim,
Hypersil e Synergi apresentaram os piores resultados.

Um dos principais objetivos desta proposta consiste em desenvolver um
método cromatografico multidimensional, em escala capilar, com deteccdo dos
horménios por UV-Vis. Para que se tenha sucesso, faz-se mandatério que as bandas
cromatograficas sejam bem resolvidas, possibilitando a quantificacdo desses analitos

em niveis sub-ng mL™.
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Figura 2.9- Cromatogramas tipicos da separacéo obtida para os 5 horménios de interesse nas colunas
cromatograficas capilares analiticas comerciais acopladas a Strata X. Fase movel binaria
composta de acetonitrila e Agua utilizando modo de eluicédo gradiente, vazao de 12 pL/min,
temperatura do forno da coluna de 40°C e comprimento de onda 280 nm.
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Autoria prépria

As tentativas feitas até esta etapa, com fase mével binaria composta por agua
e acetonitrila, ndo promoveram uma perfeita separacéo dos 5 horménios em nenhuma
das colunas Cis testadas. Apesar das colunas analiticas serem preparadas com a fase
estacionaria do tipo Cis, elas diferem entre si, apresentando diferentes seletividades
para o conjunto de compostos, nas mesmas condi¢cdes cromatograficas. Somando-se
a isso o fato de ndo se ter alcancado uma boa separacdo para todos os horménios
em nenhuma das colunas avaliadas, tem-se o indicativo da necessidade de explorar
outras possibilidades de modificadores organicos na fase mével. Com as avaliacdes
realizadas até o momento, foi possivel ter nogao da “for¢ga” da fase movel, ou seja, da
propor¢cdo de modificador organico necessaria para eluir todos os compostos da
coluna analitica. Com auxilio do normaografo, essa for¢ga pode ser facilmente mantida,
mesmo com a substituicdo do modificador organico por outro que ofereca diferentes
interacbes com os analitos, possibilitando melhores separacgdes.

Neste ponto do trabalho, diante dos insucessos em obter-se uma separagao
perfeita entre todos os analitos de interesse, durante uma busca na literatura, um
trabalho em especial mereceu atencdo. Em uma apresentacéo [10], os autores
relataram a utilizacdo de uma fase movel ternaria para alcancar a separacao
cromatografica dos hormonios E1, E2 e EE2 em coluna Cis. A fase ternaria em

guestdo era composta por dgua e uma mistura de metanol e acetato de etila, na
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proporcao 80:20 (v/v), utilizada no modo gradiente, para a separagcdo cromatografica
de 8 hormoénios, incluindo os 5 horménios que sdo objeto de estudo em nosso
trabalho. O objetivo de Fayad e Sauvé era a detec¢cdo dos analitos utilizando
espectrometria de massas, de forma que a utilizacdo do acetato de etila na fase movel
afetou a intensidade do sinal e a sensibilidade do método, devido a diminuicao
consideravel da eficiéncia na ionizacdo (em APCI - Atmospheric Pressure Chemical
lonization), o que inviabilizou o uso desta fase ternaria naquele trabalho.

Entretanto, para a quantificagdo dos hormonios com detecc¢éo por absor¢ao no
UV/Vis, a utilizacdo da fase ternaria agua/metanol/acetato de etila mostra-se uma
alternativa interessante, tendo-se decidido investir esforcos para avaliar esta

possibilidade.

3.4 Avaliacdo do desempenho cromatografico das colunas capilares
comerciais com fase movel ternaria - arranjo unidimensional em
escala capilar

Diferente do que foi realizado anteriormente (em fase mével binaria, itens 4.1 e
4.2), resolveu-se avaliar a separacao dos 5 hormoénios em modo unidimensional, nas
colunas analiticas capilares e com fase movel ternaria. No inicio do desenvolvimento
deste projeto, acreditava-se que seria mais eficiente verificar as condi¢cdes de analise
diretamente com o0 acoplamento entre a coluna extratora e a coluna analitica.
Entretanto, durante o desenvolvimento dos experimentos, ante a complexidade das
variaveis envolvidas, percebeu-se que seria mais indicado avaliar as duas dimensdes
separadamente.

Nesta etapa objetivou-se selecionar a coluna analitica que oferecesse a melhor
seletividade em fase mével ternaria, para somente depois otimizar o acoplamento com
a coluna extratora, eventualmente ajustando-se a composi¢cao da fase movel.

Com a fase movel ternéaria, os resultados obtidos evidenciaram a diferenga
significativa na seletividade e resolucdo apresentadas pelas diferentes colunas
cromatograficas; essa diferencga ja havia sido observada anteriormente, quando do
acoplamento das colunas analiticas com a coluna Strata X e fase movel binaria.

A Figura 2.10 mostra os cromatogramas obtidos com as melhores separacdes
(em fase mével ternaria) para as 5 colunas. A propor¢éo de acetato de etila na mistura
com metanol foi mantida constante (20 % de acetato de etila) em todas as condi¢des
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testadas. As diferentes composicdes no gradiente dizem respeito a proporcdo da
mistura metanol/acetato de etila (80:20, v/v) em agua. Como se pode observar, as
separacbes foram muito mais eficientes em fase ternaria se comparadas as
separacOes obtidas para fase binaria, com destaque para as colunas Ascentis,
Acclaim e, principalmente, Zorbax. Cabe ressaltar a inversdo na ordem de eluicédo
entre a estrona e o etinilestradiol, observado quando substituimos acetonitrila por

metanol; este resultado é corroborado pelo trabalho de Fayad e Sauvé [10].

Figura 2.10- Cromatogramas tipicos da separac¢éo obtida para os 5 horménios de interesse nas colunas
cromatograficas capilares analiticas comerciais. Fase mével ternaria composta de 4gua e
mistura de metanol e acetato de etila (80:20, v/v), utilizando modo de elui¢cdo gradiente,
temperatura do forno da coluna de 40°C e comprimento de onda 280 nm.
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Autoria prépria

Com o resultado obtido com a fase ternaria na separacao dos 5 horménios na
coluna Zorbax, essa foi selecionada para ser utilizada no método cromatogréafico em
desenvolvimento.

A fim de verificar a influéncia da propor¢cédo de acetato de etila em metanol na
separacao cromatografica, foram testados na coluna Zorbax diferentes quantidades
de acetato de etila. Assim, proporc¢des de 10 %, 15 % e 30 % de acetato de etila em
metanol foram utilizadas para compor a fase moével de eluicdo na separagdo dos
horménios com fase ternaria. As condicbes de analise foram as mesmas que
propiciaram a melhor separacédo na coluna Zorbax, inclusive o gradiente utilizado -

simplesmente alterando a proporgéo de acetato de etila na mistura com metanol. N&o
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foram observadas diferencas na seletividade e tampouco nos tempos de retencéo dos
horménios. Dessa forma, optou-se por manter a proporcéo de 20 % de acetato de etila
em metanol.

Cabe ressaltar que um aumento consideravel na pressao das colunas
(backpressure) foi observado quando substituimos acetonitrila por metanol na fase
movel. Isto se deve a maior viscosidade apresentada pelo metanol (0,55 cP) quando
comparado a acetonitrila (0,38 cP) [11], sobretudo nas misturas destes solventes com
a fase aquosa. Como consequéncia, as vazdes de fase movel ternaria empregadas
tiveram que ser reduzidas para a coluna Acclaim, que apresentava uma pressdo mais
elevada que as demais colunas testadas; assim, a vazao da fase movel precisou ser
reduzida de 12 pL mint (com fase binaria) para 7 pL min't (com fase ternaria), o que
justifica os elevados tempos de retengéo observados para 0os hormonios nesta coluna
em fase ternéria (Figura 2.10, cromatograma na cor azul).

Definidas a coluna capilar analitica Zorbax e a fase mdvel ternaria como as
melhores escolhas para a separa¢do dos hormoénios em escala capilar, o proximo
passo no desenvolvimento do método foi testar o acoplamento online entre as colunas
Strata X e a coluna cromatogréafica capilar Zorbax com o uso de fase ternaria.

Entretanto, quando foi realizado o acoplamento das colunas, houve uma perda
consideravel na eficiéncia cromatografica. Apés inUmeras tentativas de melhorar a
separacdo, com novas variacdes no gradiente, na temperatura e nos tempos de
carregamento, resolveu-se testar a influéncia do modificador organico na fase de
carregamento. Essa hipotese foi aventada pelo fato de termos acetonitrila na primeira
dimensdo (coluna extratora) e metanol na segunda dimensdo (coluna capilar
analitica), com a possibilidade de essa troca de solventes prejudicar o comportamento

no acoplamento entre as colunas.

3.5 Avaliacéo do perfil cromatogréafico em coluna capilar comercial Zorbax
Cis com extracdo online em coluna Strata X - fase movel ternaria e
deteccao UV-Vis

3.5.1 Estudo da capacidade retentiva da coluna Strata X

Antes de realizar o acoplamento propriamente dito entre a coluna extratora e a

coluna analitica com o mesmo modificador organico na fase mével (metanol), fez-se
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um breve estudo da capacidade retentiva da coluna Strata X; para este experimento,
o estriol (E3, composto menos retido) foi selecionado.

Como o interesse é ter um tempo de extragdo curto, porém suficiente para
promover o carregamento do(s) analito(s) do loop de injecdo para a coluna extratora,
e sem perder o analito antes da etapa de transferéncia para a coluna analitica,
verificamos objetivamente os pontos de interesse.

Optou-se por avaliar o comportamento retentivo em vazdes relativamente altas
(0,300 mL min-t; 0,400 mL mint e 0,500 mL min-t), j& que h& o interesse em se utilizar
um volume de amostra de 0,5 mL, com o menor tempo possivel de carregamento e
extracdo. O estriol foi escolhido para este estudo, visto que é o composto que
apresenta menor retencdo dentre os analitos de interesse e sera o primeiro a ser
eluido.

Como pode ser observado na Tabela 2.8, mesmo em fase mével contendo 15
% de metanol em agua, em vazéo de 0,500 mL min, o estriol permanece retido na
Strata X ap6s 20 minutos de eluicdo (injecfes feitas em duplicata, sendo relatada a
média dos resultados). Brancos de agua ultrapura foram injetados entre as duplicatas,

e nenhum efeito de memdria (carry over) foi observado.

Tabela 2.8 - Eluic&o do estriol em coluna extratora Strata X, em diversas vazdes e composicdes de
fase movel de carregamento (extragao).

Tempo de inicio da eluicdo da banda do estriol com o solvente de
carregamento (% MeOH) em agua

0% 25% 5% 7,5 % 10 % 15%

Coluna extratora Vazéo MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH  MeOH

0,500 mLmin? >20min @ >20min  >20min  >20min  >20 min  >20 min
STRATA X

0,400 mLmin? >20min - >20min  >20min  >20min  >20 min  >20 min
(50mm x 508 um; 85A)

0,300 mLmin? >20min @ >20min  >20min >20min  >20 min  >20 min

Autoria propria

A fim de verificar o comportamento retentivo da coluna Strata X ante uma matriz
mais complexa, o procedimento foi repetido - desta vez com a injecdo do esgoto
simulado - utilizando o mesmo arranjo do experimento anterior. Este experimento
demonstra a capacidade de limpeza da matriz pela coluna extratora, pois durante o
carregamento da amostra é realizada a focalizagdo do analito na coluna extratora e

os interferentes sdo descartados (clean-up), evitando sobrecarga na coluna analitica.
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A Tabela 2.9 mostra os resultados obtidos, evidenciando a seletividade da

coluna preparada.

Tabela 2.9- Porcentagem de matriz eliminada na coluna Strata X, nos primeiros 4 minutos
de carregamento (extragdo), em diversas vazdes e composicdes de fase movel.

Clean-up da matriz (descarte) durante 4 minutos de carregamento

Coluna extratora Vazéo 0 % S % 10 %
MeOH MeOH MeOH
STRATA X 0,500 mLmin 93,0 % 97,9 %
(50mm x 508 pm; 85A) 0,400 mLmin't 97.5 % 97.1% 97.5 %

Autoria prépria

A partir das informacdes obtidas a respeito da capacidade retentiva da coluna
extratora, tanto para o analito menos retido, quanto para a matriz (esgoto simulado),
fez-se necessario avaliar o tempo de transferéncia da fracdo de interesse da coluna

extratora para a coluna analitica.

3.5.2 Avaliacdo do perfil cromatogréafico - column switching da coluna
Strata X com a coluna Zorbax

ApoGs a realizagdo dos experimentos de retengdo do analito menos retido
(estriol) pela coluna Strata X e do teste de clean-up da matriz, avaliou-se o
acoplamento da coluna Strata X com a Zorbax. O mesmo modificador organico
(metanol) foi utilizado, tanto na fase de carregamento dos analitos na coluna extratora
(extracdo), como na eluicdo dos compostos de interesse na segunda dimens&o (com
0 metanol participando da mistura ternaria ja definida anteriormente). Os resultados,
mais uma vez, ndo foram satisfatérios, como pode ser observado na Figura 2.11,

continuando comprometida a eficiéncia da separacao.
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Figura 2 11- Cromatograma tipico da separacdo obtida para solucdo padrdo dos 5 hormdnios de
interesse e do etilparabeno na coluna cromatografica Zorbax com extragdo online em
Strata X. Fase moével ternéria utilizando modo de eluicdo gradiente, vazao 12 pl min-,
temperatura do forno da coluna de 40°C e comprimento de onda 280 nm.
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Autoria prépria

Este comprometimento na separacdo dos hormonios se deve, provavelmente,
a maior capacidade retentiva da coluna extratora preenchida com Strata X quando
comparada a fase Cis da coluna analitica. Assim, a fase mével idealmente definida
para a eficiente separacdo na coluna analitica ndo tem forca suficiente para eluir
rapidamente os compostos extremamente retidos na fase Strata X, provocando um
alargamento nas bandas e prejudicando a separacao cromatografica. Um aumento na
forca do solvente (aumento na porcentagem de modificador orgéanico) favorece a
eluicdo imediata dos analitos da coluna extratora, porém prejudica a focalizacdo dos
analitos no topo da coluna analitica e a forca ideal do solvente para eluicdo ao longo
da coluna analitica. O resultado disso é a perda na eficiéncia da separacao
cromatografica na segunda dimenséao.

Apesar dos esfor¢cos devotados para se encontrar uma composicado de fase
movel de eluicdo que compatibilizasse eficientemente o acoplamento entre Strata X e
Zorbax, a diferenga na capacidade retentiva existente entre as duas fases néo permitiu
0 sucesso dessa tentativa. Consequentemente, a préxima etapa do trabalho envolveu
0 preparo e avaliacao de colunas capilares extratoras preenchidas com fases Cis e Cs

(item 2.2.1), potencialmente mais compativeis com a fase da coluna analitica.
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3.6 Avaliacéo do perfil cromatografico em coluna capilar comercial Zorbax
Cis com extracao online em colunas Discovery Cis e Cg - fase moével
ternaria e deteccéo UV-Vis

3.6.1 Estudo da capacidade retentiva das colunas Discovery Cig e Cs

Para a avaliacdo da capacidade retentiva das colunas extratoras Discovery Cis
e Cs, 0 estriol foi 0 analito selecionado. A fase movel de carregamento foi composta
por agua e metanol.

Como pode se observar na Tabela 2.10, em fase movel contendo 5% de
metanol em agua, em vazdo de 0,500 mL min, a banda do estriol comeca a eluir
apos 11,5 minutos na Discovery Cis; na Discovery Cs, a banda comeca a eluir apos
10 minutos de carregamento (injecdes feitas em duplicata, sendo relatada a média
dos resultados). Brancos de agua ultrapura foram injetados entre as duplicatas, e
nenhum efeito de memaria (carry over) foi observado.

Ao compararmos, nas mesmas condi¢cdes de vazao e porcentagem de metanol,
0s tempos de retencéo experimentados pelo estriol nas colunas preenchidas com as
fases Discovery, percebe-se uma tendéncia retentiva bastante similar entre as duas.
A fase Discovery Cis apresentou capacidade retentiva um pouco superior a
apresentada pela fase Cs, comportamento ja esperado, devido a maior cadeia
carbbnica presente na fase Cis: 0 analito moderadamente hidrofébico apresenta uma
maior afinidade pela fase mais hidrofébica (Cis) do que pela fase menos hidrofébica

(Cs).

Tabela 2.10-Eluicdo do estriol em colunas extratoras Discovery C18 e Discovery C8, em diversas
vazbes e composicdes de fase mével de carregamento (extracéo).

Tempo de inicio da eluicdo da banda do estriol com o solvente de
carregamento (% MeOH) em agua

Coluna Vazéo 0% 25% 5% 7,5 % 10 % 15%
extratora MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH

0,500 mLmin? >20 min >20 min  >11,5 min >5,5min >4 min >2,2 min
C18 DISCOVERY

(50mm x 508 pm; 0,400 mLmin?  >20 min >20 min >13 min >8 min >5 min >2,5 min
50 pym, 70A
W ) 0,300 mLmin? >20 min >20 min >20 min >11,5 min >7 min >3,5 min
0,500 mLmin? >20 min >20 min >10 min >6 min >3,5 min >1 min
Cg DISCOVERY
(50mm x 508 pm; 0,400 mLmin*  >20 min >20 min >13 min >8 min >5 min >2,5 min

50 um, 70A
" ) 0,300 mLmin-t >20 min >20 min >17 min >11 min >7,5min  >3,5 min

Autoria propria
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Em seguida, o comportamento retentivo das colunas preenchidas com
Discovery Cis e Cs foi avaliado utilizando-se o esgoto simulado. O procedimento
utilizado no experimento anterior (retencdo do estriol pelas colunas extratoras
Discovery) foi repetido, com injecdo da matriz mais complexa.

A seletividade apresentada pelas colunas pode ser observada na Tabela 2.11,
ficando evidente a capacidade de limpeza da matriz (esgoto simulado) durante o

carregamento pelas colunas extratoras Discovery Cis e Cs.

Tabela 2.11- Porcentagem de matriz eliminada nas colunas Discovery Cis e Discovery Cs, nos
primeiros 4 minutos de carregamento, em diversas vazdes e composicdes de fase
movel.

Clean-up da matriz (descarte) durante 4 minutos de carregamento

Coluna extratora Vazdao MZOOA’H Mseoo/oH ,\1200/;
Cis DISCOVERY 0,500 mLmint STl e 97,4 % :
(50mm x 508 pm; 50 um, 70A) 0,400 mLmin't 97,4 % 97,8 % 98,4 %
C1s DISCOVERY 0,500 mLmin- 93,4 % 94,0 % -
(50mm x 508 pm; 50 pm, 70A) 0,400 mLmin 96,0 % 94,6 % 95,2 %

Autoria prépria

3.6.2 Avaliacao do perfil cromatografico - column switching das colunas
Discovery com a coluna Zorbax

Tendo sido realizados os testes de retencdo do estriol e de clean-up da matriz
para as colunas Discovery Cis e Cs, seguiu-se com o0 acoplamento entre as colunas
extratoras e a coluna Zorbax.

A Figura 2.12 ilustra os cromatogramas obtidos para a mistura dos 5 hormonios
de interesse e o etilparabeno com o acoplamento das colunas extratoras Discovery

Cis e Cs com a coluna Zorbax.
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Figura 2.12- Cromatogramas tipicos da separacédo obtida para os 5 horménios de interesse e para o
etilparabeno na coluna cromatogréfica Zorbax, com extracdo online em colunas
Discovery Cis (rosa) e Cs (azul). Fase mdvel terndria utilizando modo de eluicdo
gradiente, vazéo de 12 pl min1, temperatura do forno da coluna de 40°C e comprimento
de onda 280 nm.

1- = MIX 0,05 mgL_Discovery C8_500ulL_400uLmin_4 min-4 min_Zorbax-12uLmin-ternaria
2- > MIX 0,05 mgL_Discovery C18_500ul_500uLmin_2min-4min_Zorbax-12uLmin-ternaria
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Autoria prépria

A melhora observada na seletividade das bandas de E2, E1 e EE2 quando
substituimos a coluna extratora com fase polimérica (Strata X) por colunas
preenchidas com fase de silica derivada (Cis e Cs) foi consideravel, em concordancia
ao esperado na elaboracdo desta hipétese. As colunas com fase Cis e Cs foram
menos retentivas que a coluna Strata X e consequentemente, o gradiente da fase
movel definido para a eluicdo dos analitos da coluna extratora para a coluna analitica
foi mais eficiente. Entretanto, ainda é possivel observar alargamento nas bandas
cromatograficas dos compostos menos retidos (E3 e EP), principalmente na coluna
Cs.

Fundamentado pelas bases tedricas da cromatografia, pode-se aventar a
hipétese de que o tamanho e formato das particulas usadas na coluna extratora teria
efeito significativo na eficiéncia global da separacéo. A fim de verificar a influéncia do
tamanho e da forma das particulas das fases de silica derivada das colunas extratoras
na resolucao e separacao dos analitos na segunda dimenséao, decidiu-se repetir os
experimentos utilizando a fase Luna Cis e Cs. Esta fase de silica derivada possui
particulas esféricas, de tamanho mais uniforme e menor, quando comparadas as

particulas da fase Discovery previamente avaliadas.
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Dessa forma, a proxima etapa do trabalho envolveu o preparo e avaliacdo de
colunas extratoras preenchidas com fases Luna Cis e Cs (item 2.2.1), ainda mais

compativeis com a fase da coluna analitica.

3.7 Avaliacéo do perfil cromatografico em coluna capilar comercial Zorbax
Cis com extracdo online em colunas Luna Cig € Cg - fase movel
ternaria e deteccéo UV-Vis

3.7.1 Estudo da capacidade retentiva das colunas Luna Cis e Cg

A exemplo do que foi realizado para as colunas preenchidas com fase Strata
X, Discovery Cis e Discovery Cs, as colunas extratoras preenchidas com as fases
Luna Cis e Cs (item 2.2.1) foram avaliadas antes de serem acopladas a coluna
analitica Zorbax Cis.

Os resultados obtidos neste estudo sao mostrados na Tabela 2.12.

Tabela 2.12 Eluicdo do estriol em colunas extratoras Luna Cis e Luna Cs, em diversas vazoes e
composicdes de fase mével de carregamento (extragdo).

Tempo de inicio da eluicdo da banda do estriol com o solvente de
carregamento (% MeOH) em agua

Coluna Vazs 0% 25% 5% 7,5 % 10 % 15 %
azao

extratora MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH

0,500 mLmin? >20 min >15 min >8 min >5 min >3 min >1,5 min
Cis LUNA
(50mm x 508um; 0,400 mLmint  >20 min >18 min >9,5 min >6 min >4 min >2,5 min
10 pym, 100A)

0,300 mLmin? >20 min >20 min >14 min >8 min >5 min >3 min

0,500 mLmin? >20 min >20 min >12 min >7,5 min >5 min >2.5min
Cs LUNA
(50mm x 508 um; 0,400 mLmin-! >20 min >20min  >155min  >9,5min  >6,5 min >3,5 min
10 pm, 100A)
0,300 mLmin? >20 min >20 min >20 min >13 min >9 min >4,5 min

Autoria prépria

Observa-se que em fase mével contendo 5 % de metanol em agua, em vazao
de 0,500 mL min', a banda do estriol comeca a eluir apés 8 minutos na Luna Cis; isto
significa que se estas condi¢cbes de carregamento forem selecionadas, o tempo de
carregamento (extracdo) pode ser de até 8 minutos, sem o risco de perda dos analitos
antes da transferéncia para a coluna analitica. Ja na coluna Luna Cs, a banda comeca

a eluir apoés 12 minutos de carregamento. As injecdes foram feitas em duplicata, sendo
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relatada a média dos resultados; além disso, brancos de agua ultrapura foram
injetados entre as duplicatas, e nenhum efeito de memaria (carry over) foi observado.

Comparando-se, nas mesmas condi¢des de vazao e porcentagem de metanol,
0s tempos de retengéo experimentados pelo estriol nas colunas preenchidas com as
fases Luna, percebe-se que a fase Luna Cs apresentou capacidade retentiva superior
a apresentada pela fase Cis; este comportamento se diferencia do que fora observado
nas fases Discovery, onde a Cis foi mais retentiva para o composto em questao
(estriol).

Neste momento, uma reflexdo mais aprofundada se faz necessaria, uma vez
gue apenas o tamanho da cadeia carbbnica ndo € suficiente para explicar a
capacidade retentiva. Ao se observar as caracteristicas de cada uma das fases Luna
(Tabela 2.3), percebe-se que as areas superficiais, tamanho de poro, forma e tamanho
meédio das particulas sdo idénticos. Todavia, a porcentagem de carga de carbono e a
cobertura da fase ligada (em pumol m?) séo distintas. Uma carga de carbono superior
na fase Cis com relacdo a fase Cs é esperada - e de fato, descrita, ndo somente para
a fase Luna, mas também para a fase Discovery.

A Tabela 2.13 mostra as relacdes existentes entre as fases Luna Cis € Luna
Cs. Estas relagfes auxiliam no entendimento da termodinamica envolvida no processo
de retencao dos analitos. Levando-se em consideracao a carga de carbono (%) e o
namero de carbonos das cadeias, observa-se uma raz&o 1,74 vezes superior para a
fase Luna Cs. Ainda é necesséario levar em consideracao que a fase Luna Cs possui
uma cobertura de fase ligada 1,83 vezes superior, ou seja, na fase Luna Cs tém-se
uma cobertura da area superficial com a fase ligada 83% maior que na fase Luna Cis.
Consequentemente, a combinacdo de uma razdo de carbonos superior € uma
cobertura da fase ligada mais efetiva justifica o fato de ter sido observada uma

capacidade retentiva maior na fase Luna Cs, quando comparada a fase Luna Cis.

Tabela 2.13- Relagdes existentes entre as fases estaciondrias Luna Cis e Luna Cs.

Normalizacéo Raz30 Cobertura Raz30 entre Aumento da
FE_iSE, _ Numero de %C do ta_manho da entre d_afase as coberturas cobertura de
estacionaria carbonos cadeia (%C /N - ligada - Cs em
normalizados o dafase ligada =
carbonos) (umol m2) relacédo a Cis
LUNA Cus 18,0 17,5 1,0 3,0
1,74 1,83 83%
LUNA Cs 8,0 13,5 1,7 5,5

Autoria prépria
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A seguir, avaliou-se 0 comportamento retentivo das colunas preenchidas com
Luna Cis e Cs para 0 esgoto simulado. O procedimento utilizado no experimento
anterior (retencéo do estriol pelas colunas extratoras Luna) foi repetido, com injecao
da matriz mais complexa. A Tabela 2.14 evidencia, mais uma vez, a seletividade

apresentada pelas colunas extratoras preparadas.

Tabela 2.14- Porcentagem de matriz eliminada nas colunas Luna Cis e Luna Cs, nos primeiros 4
minutos de carregamento, em diversas vazdes e composi¢des de fase movel.

Clean-up da matriz (descarte) durante 4 minutos de carregamento

Col Vazs 0% 5 % 10 %
oluna extratora azao
MeOH MeOH MeOH
Cis LUNA 0,500 mLmint 96,0 % 98,0 % =
(50mm x 508um;
10 pm, 100A) 0,400 mLmin' 95,6 % 97,0 % 97,5 %
Cs LUNA 0,500 mLmin? 98,9 % 97,2 % =
(50mm x 508um;
10 pm, 100A) 0,400 mLmin' 96,5 % 97,0 % 97,7 %

Autoria prépria

3.7.2 Avaliacao do perfil cromatogréfico - column switching das colunas
Luna com a coluna Zorbax

Com a finalizacdo dos testes de retencdo do estriol e de clean-up da matriz
para as colunas Luna Cis e Cs, realizou-se 0 acoplamento entre as colunas extratoras
e a coluna Zorbax.

Os cromatogramas apresentados na Figura 2.13 ilustram o resultado obtido
guando utilizamos colunas extratoras preenchidas com fases Luna Cis e Cs
acopladas a coluna analitica Zorbax. Pode-se claramente observar a diminuicdo no
alargamento das bandas do estriol (E3) e para o etilparabeno (EP), principalmente
com o acoplamento da coluna Luna Cis. Todavia, a separacao de linha de base que
havia sido alcan¢ada no acoplamento das colunas extratoras preenchidas com a fase

Discovery Cis e Cs foi comprometida neste acoplamento.



CAPITULO 2
84

Figura 2.13-Cromatogramas tipicos da separacdo obtida para os 5 horménios de interesse e para o
etilparabeno na coluna cromatografica Zorbax, com extracao online em colunas Luna Cis
(rosa) e Cs (azul). Fase movel ternéria utilizando modo de elui¢cdo gradiente, vazdo de
12 pl min-t, temperatura do forno da coluna de 40°C e comprimento de onda 280 nm.

1-=MX 0,1mglL_Luna C8_500ul_300uLmin_& min -6 min_Zorbax-12uLmin-terndria
2-=MIX 0,1mgL_LunaC18_500uL_400uLmin_4 min-4min_Zorbax-12uLmin-ternaria
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Autoria prépria

Acreditando-se que a resolucdo cromatografica obtida para a separagédo dos
compostos de interesse poderia ser melhorada com a utilizagdo de uma coluna
extratora com um diametro interno reduzido, investiu-se um pouco mais de tempo e
trabalho nesta investigacdo. Assim, foram preparadas (em dias distintos, para
verificacdo de reprodutibilidade lote-a-lote) 3 colunas de diametro interno reduzido
(254 pm) preenchidas com fase Luna Cis (item 2.2.1). A fase Luna Cis foi selecionada

pois foi a fase que proporcionou a melhor resolugdo no acoplamento com a coluna
analitica Zorbax.

3.8 Avaliacéo do perfil cromatografico em coluna capilar comercial Zorbax
Cis com extrag&o online em coluna Luna Cig (254 umi.d.) - fase mével
ternaria e deteccao UV-Vis

3.8.1 Estudo da capacidade retentiva das colunas Luna Cis (254 pmi.d.)

As colunas extratoras de diametro interno 254 um, preenchidas com a fase
Luna Cas (triplicata), foram avaliadas quanto a capacidade retentiva para o estriol.

Os resultados obtidos neste estudo sdo mostrados na Tabela 2.15.
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Tabela 2.15- Eluicdo do estriol em colunas extratoras Luna Cis (triplicata), em diversas vazbes e
composicdes de fase movel de carregamento (extracdo).

Tempo de inicio da eluicdo da banda do estriol com o solvente de
carregamento (% MeOH) em agua

Coluna Vo 0% 2,5 % 5% 7,5 % 10 % 15%
azao
extratora MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH

Cis LUNA 0,300 mLmin‘t >10 min >5 min >3,5 min >25min  >2,2 min >2 min

(50mm x 254pum;
10 pum, 100A) 0,200 mLmin? >15 min >7,5 min >55 min >45min  >3,5min >3 min

Cis LUNA 0,300 mLmin-t >10 min >5 min >3,5 min >25min  >2,2 min >2 min

(50mm x 254um; . . X . i . .
10 um, 100A) 0,200 mLmin‘t >15 min >7,5 min >55 min >4,5 min >3,5 min >3 min

Cis LUNA 0,300 mLmin‘t >10 min >5 min >3,5 min >25min  >2,2 min >2 min

(50mm x 254 pm; ) . . . . . .
10 um, 100A) 0,200 mLmin‘! >15 min >7,5 min >55min >4,5 min >3,5 min >3 min

Autoria prépria

Observando a tabela acima, pode-se perceber a reprodutibilidade lote-a-lote
obtida para as 3 colunas extratoras preparadas, no que diz respeito a capacidade
retentiva. Além disto, os resultados em triplicata comprovam a consisténcia do
protocolo de empacotamento.

Destaca-se neste ponto, o uso de vazfes menores que as empregadas
anteriormente. Isto se deve ao aumento na pressdo das colunas, provocada pela
diminuicdo do diametro interno. Entretanto, apesar da vaz&o e do didmetro interno
reduzidos, as colunas mostraram-se suficientemente retentivas para o estriol nas
condicBes avaliadas.

Com os dados gerados e descritos na Tabela 2.15, pode-se concluir que a
coluna extratora (de diametro interno reduzido) preenchida com a fase Luna Cis
permite um tempo de extracdo de mais de cinco minutos, quando em vazéao de 200
uL mint e 5 % de metanol na fase de carregamento. Nestas condi¢des, ha a garantia
da retencdo dos analitos sem perda. Levando-se em conta que o loop de injecéo
possui capacidade para um volume de 500 pL de amostra, se 0 carregamento da
amostra for realizado por 5 minutos, a uma vazdo de 200 puL min?, o loop sera
preenchido duas vezes com fase movel de carregamento; isto garante a total

transferéncia dos analitos do loop para a coluna extratora.
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Em seguida, o comportamento retentivo de uma das colunas foi testado para o
esgoto simulado. O procedimento utilizado no experimento anterior foi repetido, com
injecao da matriz.

A Tabela 2.16 mostra uma diminuicdo da capacidade de limpeza da matriz se
comparada com as colunas anteriormente testadas sem, entretanto, poder ser

considerada insatisfatoria.

Tabela 2.16- Porcentagem de matriz eliminada na coluna Luna C18, nos primeiros 4
minutos de carregamento, nas vazdes e composicdes de fase mdvel descritas.

Clean-up da matriz (descarte) durante 4 minutos de

Carregamento
0, 0, 0,
Coluna extratora Vazéo 0% 5% 10 %
MeOH MeOH MeOH
Cis LUNA 0,300 mLmin-* 88,1 % 80,2 % ;
(50mm x 254 um;
10 um, 100A) 0,200 mLmin'* 88,0 % 88,6 % 86,4%

Autoria prépria

3.8.2 Avaliacdo das condicbes de transferéncia dos analitos da coluna
extratora para a coluna analitica

Para este experimento, 0 composto que apresenta a maior retengéo dentre os
analitos de interesse (nesse caso, a progesterona) é injetado e apos a etapa de
carregamento na vazdo desejada é eluido da coluna extratora com a fase movel
escolhida para a separacao cromatografica (respeitando-se a vazdo e a composicao
escolhidas). Consequentemente, este estudo é realizado apdés a definicdo da coluna
analitica e das condicdes de separacédo dos analitos na segunda dimensdo. Como a
coluna cromatografica foi substituida por uma unido (de ago inoxidavel, com “zero”
volume extra coluna, sem capacidade retentiva), o tempo necessario para que o
analito chegue ao detector € minimo, evitando alargamento da banda. Assim, pode-
se estimar com boa preciséo a transferéncia (completa ou ndo) do analito mais retido,
fornecendo dados para o tempo de transferéncia da fragédo da primeira dimenséo para
a segunda. Em suma, neste momento € avaliado por quanto tempo as duas colunas
devem permanecer em linha para que todos 0s compostos de interesse sejam
transferidos da coluna extratora para a coluna analitica, utilizando como referéncia o

analito mais retido.
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Dessa forma, o tempo de transferéncia da fracdo de interesse das colunas
extratoras de diametro reduzido (254 um) para a coluna analitica foi avaliado.

A Figura 2.14 ilustra alguns resultados obtidos neste estudo, em 2 das 3
colunas extratoras de diametro reduzido preenchidas com Luna Cis. Como pode ser
observado, foram testados varios tempos de carregamento da progesterona na coluna
extratora e a partir do giro da valvula, monitoraram-se 0s tempos necessarios para a
completa eluicdo da banda cromatografica, utilizando a fase movel de eluicéo
previamente definida para a separacdo cromatografica. Convém atentar-se para a
excelente repetibilidade alcancada ao sobreporem-se os resultados da eluicdo da
progesterona obtidos nas 2 colunas.

Figura 2.14- Sobreposicdo dos cromatogramas obtidos para a injecdo da progesterona nas colunas
extratoras (diametro 254 um) preenchidas com fase Luna Cis em diferentes tempos de
carregamento. Fase mével de carregamento: 5 % de metanol em agua, com vazéo de
200 pL min?t. Fase movel de eluicdo: fase movel ternaria com eluigdo gradiente, com

vazdo de 12 pL mint. Monitoramento da eluicdo de progesterona por UV em
comprimento de onda de 254 nm.

&-P-1mgl_Luna —500uL_- _ B -
7-P-1mglL_LunaC18 254 um_500ul_400ulLmin_5% MeOH_3,0 min camegamento

40,0 8 gL_Luna C18 254 um_500ul_400ulmin_5% MeCH_4,0 min camegamentc

<
=l
o

[
=4
o

Absorbance [mAU]

-
o
o

-5,0/, ; ; ; , , , , , , ,
0,0 25 50 7.5 10,0 12,5 15,0 17,5 20,0 225 240
Time [min]

Autoria propria

Para melhor entendimento, como exemplo pode-se escolher a sobreposicao da
tltima banda da Figura 2.14. Ela diz respeito a uma etapa de carregamento de 4
minutos, com fase movel contendo 5 % de metanol em agua. Observa-se que a partir
do giro da valvula, a banda da progesterona demora cerca de 3 minutos e meio para
eluir completamente da coluna extratora. Isto significa que ao acoplar-se a coluna
extratora Luna Cis (de didametro interno 254 um) a coluna analitica, com objetivo de

realizar a completa transferéncia da progesterona, deve-se deixar as duas colunas
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acopladas durante 3 minutos e meio, com vazéo de 12 pL min e fase moével ternaria
com gradiente pré-definido. Este € o tempo de transferéncia dos analitos de uma

coluna para outra, nas condi¢cdes do experimento.

3.8.3 Avaliacao do perfil cromatografico - column switching entre coluna
Luna Cis (diametro 254 um) e coluna Zorbax

Com a finalizacao dos testes de retencéo do estriol, de clean-up da matriz e do
tempo de transferéncia da fracdo de interesse para as colunas Luna C1s (com diametro
interno de 254 um), realizou-se o acoplamento entre as colunas extratoras e a coluna
Zorbax.

Os cromatogramas apresentados na Figura 2.15 ilustram o resultado obtido a

coluna extratora Luna Cis (254 um) acoplada a coluna analitica Zorbax.

Figura 2.15- Cromatogramas tipicos da separacéo obtida para a inje¢édo de 500 pL da mistura dos 5
hormonios de interesse e etilparabeno em agua ultrapura (vermelho) e para a matriz
(esgoto simulado) (azul). Acoplamento entre coluna extratora Luna Cis (254 um i.d.) e
coluna cromatogréfica Zorbax. Fase movel ternaria utilizando modo de eluigédo
gradiente, vazao de 12 pl min1, temperatura do forno da coluna de 40°C e comprimento
de onda 254 nm.
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Autoria prépria

Como pode ser visualizado na Figura 2.15, com a utilizacado de uma coluna com
didmetro interno bastante reduzido preenchida com fase Luna Cis foi possivel
alcancar a resolucdo desejada. Além disso, o tempo de carregamento de 4 minutos

favoreceu a limpeza da matriz (esgoto simulado), uma vez que néo sdo observados
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interferentes nos tempos de retencédo dos compostos de interesse, nos comprimentos
de onda monitorados.

A Figura 2.16 ilustra os cromatogramas obtidos para os compostos de interesse
adicionados ao esgoto simulado.

Figura 2. 16- Cromatogramas tipicos da separacao obtida para a injecéo de 500 pL da mistura dos 5
horménios de interesse e etilparabeno em matriz (esgoto simulado) (preto); em azul,
cromatograma tipico da matriz. Acoplamento entre coluna extratora Luna Cis (254 pm
i.d.) e coluna cromatogréafica Zorbax. Fase movel ternéria utilizando modo de elui¢éo
gradiente, vazéo de 12 pl min-1, temperatura do forno da coluna de 40°C e comprimento
de onda 254 nm e 28 nm (conforme indicado).
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Autoria prépria

A separacédo obtida para os compostos de interesse na matriz pode ser mais
bem visualizada na Figura 2.17, onde um “zoom” foi aplicado aos cromatogramas,
evidenciando as seletividades obtidas.

Com o resultado obtido no acoplamento da coluna extratora (de didmetro 254
pum) preenchida com Luna Cis, fica evidenciado o impacto gerado pelo diametro
interno do hardware utilizado para o preparo das colunas extratoras. A dispersdo dos
analitos na fase movel é reduzida em diametros menores, favorecendo a focalizagcao
na coluna extratora e consequentemente, diminuindo o alargamento das bandas na
separacédo analitica. Com isso, a sensibilidade € aumentada.

E importante destacar que a utilizacdo de uma coluna capilar com diametro
interno reduzido preenchida com fase estacionaria de tamanho de particula de 10 um
so6 foi viavel gracas as caracteristicas instrumentais, que suportou as altas pressdes

impostas por uma vazéo de carregamento compativel com o objetivo do trabalho.
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Figura 2. 17- Zoom dos cromatogramas (Figura 2.16) tipicos da separacao obtida para a injecao
de 500 pL da mistura dos 5 horménios de interesse e etilparabeno na matriz (esgoto
simulado). Acoplamento entre coluna extratora Luna Cis (254 um i.d.) e coluna
cromatografica Zorbax. Fase movel ternaria utilizando modo de eluigédo gradiente,

vazdo de 12 pl mint e temperatura do forno da coluna de 40°C.
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Autoria prépria

Como observado nos resultados obtidos, 0 acoplamento da coluna de extragao

Luna Cis (254 pm i.d.) & coluna Zorbax permitiu a quantificagdo dos analitos de

interesse em matrizes aquosas em 25 minutos por amostra, incluindo o tempo

necessario para o condicionamento das colunas e equilibrio do sistema entre as

injecbes. O preparo e clean-up das amostras é totalmente automatizado, exigindo

somente filtracdo prévia a injecao, para evitar entupimento do sistema. Cada injecdo

consome 5 mL de fase mével de carregamento (incluindo lavagem e condicionamento

da coluna extratora) e 300 pL de fase movel para a etapa de separagéo. O volume de

amostra injetado é de 500 pL, uma reducao significativa quando se considera que a

SPE tradicional consome, no minimo, 250 mL de amostra aquosa.

O método cromatografico em column switching na escala capilar desenvolvido

para a analise de 5 hormbnios em matrizes aquosas esta sumariado na Tabela 2.17.
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Tabela 2.17- Tempos, posicdes das valvulas e eventos envolvidos em column switching da coluna
extratora Luna Cis (254 pum i.d.) e coluna analitica Zorbax Cis.

_ . » Coluna de
Tempo Configuragao das Coluna Analitica / .
_ Ve  Vio i Extracgéo /
(min) valvulas Bomba
Bomba

Condicionamento/ Carregamento da
NC amostra / HPG-RS

Transferéncia (recebe .
Transferéncia
4 12 101 amostra da coluna
backflush / NC
extratora) / NC
. " Lavagem
Separacéo analitica /
8 6_1 12 backflush / HPG-
NC
RS
Lavagem e

Separacgdo analitica/ condicionamento
NC foreflush /HPG-
RS

23 12 12

25  Término da corrida cromatogréafica

Autoria prépria



CAPITULO 2
92

4 CONCLUSOES

Alguns pontos podem ser destacados nessa etapa do estudo:

v Dentre as colunas analiticas capilares avaliadas, a coluna Zorbax
mostrou o melhor desempenho na separagdao dos compostos de interesse;

v A fase ternaria mostrou-se a melhor alternativa para se alcancar a
seletividade necessaria para a separacao dos compostos E1, E2 e EE2 nas colunas
analiticas Cis avaliadas;

v A transferéncia em backflush dos analitos da coluna extratora para a
coluna analitica mostrou-se a mais eficiente para o objetivo do trabalho;

v Houve boa capacidade retentiva das colunas extratoras avaliadas,
sendo todas suficientemente retentivas para os analitos em questéo;

v A fase Strata X mostrou-se muito retentiva para 0os compostos de
interesse e essa caracteristica foi responsavel pelo alargamento das bandas, com
prejuizo na separacdo na segunda dimensao;

v Fases com particulas maiores e irregulares mostraram-se menos
eficientes na focalizacdo dos analitos e manutencdo da baixa dispersdo dessas
bandas previamente focalizadas, prejudicando a resolu¢do cromatografica;

v Fases com particulas menores e mais regulares favorecem a
focalizacdo dos analitos e manutencdo da baixa dispersdo das bandas, tendo-se
obtido melhores resultados com estas fases no acoplamento de colunas;

v A coluna extratora preparada em hardwares de diametro interno
reduzido mostrou maior capacidade de focalizacdo e prevencao da dispersao das
bandas, resultando em cromatogramas com melhor resolucdo para os compostos

estudados.
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CAPRPITULO3

Otimizacéo e desenvolvimento de métodos
cromatograficos para quantificacao de horménios e
parabenos em agua utilizando column switching nas

escalas convencional e capilar hifenadas a

espectrometria de massas de alta resolucéo

(CS-UHPLC-ESI-QToF e CS-cLC-ESI-QToF)
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1 OBJETIVO

Escala convencional: Desenvolver um método cromatografico column
switching em escala convencional aplicavel a andlise de 5 hormdnios e 5 parabenos
em 4gua, com detecc¢do por espectrometria de massas de alta resolugcéo (ESI-QToF).
Assim, a partir das observacdes feitas durante o desenvolvimento dos estudos
realizados e descritos no Capitulo 2, varias etapas analiticas foram planejadas com o

intuito de obter-se as condi¢des de analise mais apropriadas.

Escala capilar: Otimizar as condicfes anteriormente definidas para a obtencéo
de um método cromatografico column switching em escala capilar aplicavel a analise
de 5 horménios e 5 parabenos em agua, com deteccao por espectrometria de massas
de alta resolucdo (ESI-QToF). Para tanto, foi realizado o ajuste fino das condi¢cdes
anteriormente encontradas, devido a diferencas sutis no sistema o qual passou a

contar com a hifenacéo ao espectrometro de massas.

1.1 Objetivos especificos

v/ Para ambas escalas:

= Obter as condicbes experimentais e determinacdo das m/z
monoisotopicas mais intensas de cada composto (com erro de massa
menor que 5 ppm) a serem extraidas

= avaliar as colunas extratoras selecionadas com relacdo a capacidade

retentiva para os parabenos

v Em escala convencional, avaliar:

= 0 acoplamento da coluna extratora as colunas analiticas comerciais
disponiveis, selecionando o melhor arranjo em column switching
convencional

= a influéncia da infusdo pos-coluna de hidroxido de amoénio na
sensibilidade do método para os analitos de interesse

= a interferéncia do acetato de etila presente na fase movel no que diz

respeito a ionizacao dos analitos
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= 0s efeitos de matriz em amostras aquosas de diferentes fontes;
= a linearidade da faixa de trabalho e precisdo do método desenvolvido
V' Em escala capilar, avaliar:

= 0 acoplamento da coluna extratora a coluna capilar analitica BetaBasicis

= a linearidade da faixa de trabalho e precisdo do método desenvolvido.
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2 DESENVOLVIMENTO EXPERIMENTAL

2.1 Material

2.1.1 Reagentes e solventes

Da mesma forma que na etapa anterior do estudo (descrito no Capitulo 2),
acetonitrila (ACN), metanol (MeOH) e acetato de etila (AcOEt) grau HPLC, da Tedia
(Fairfield, USA) foram utilizados nesta etapa. A agua purificada foi obtida de sistema
Milli-Q da Millipore (Bedford, USA) e membranas hidrofébicas de 0,2 um e hidrofilicas
de 0,45 pm e 0,2 um, adquiridas da Millipore, foram utilizadas para a filtracdo de
solventes e amostras. Além destes reagentes, hidroxido de aménio (NH4OH) grau PA,

marca Vetec, foi usado.

2.1.2 Padrdes analiticos

2.1.2.1 Hormoénios esteroides

Os padrdes analiticos dos horménios esteroides utilizados neste trabalho estéo
listados no Capitulo 2, item 2.1.1.1.
As estruturas quimicas e propriedades fisico-quimicas mais relevantes dos

horménios utilizados sédo apresentadas na Tabela 2.1, Capitulo 2.

2.1.2.2 Parabenos

Os padrées analiticos dos parabenos utilizados neste trabalho foram:
metilparabeno (MP), etilparabeno (EP), propilparabeno (PP), butilparabeno (BP) e
benzilparabeno (BzP). Os padrdes apresentando 99 % de pureza foram adquiridos da
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

As estruturas quimicas e propriedades fisico-quimicas mais relevantes dos

parabenos utilizados séo apresentadas na Tabela 3.1.
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Tabela 3.1-Estruturas quimicas e propriedades fisico-quimicas dos parabenos utilizados nesse estudo.

N MM Solubilidade L
ome . i . og
(Abreviacéio) Estrutura Quimica (g mol™) em agua Kow pKa
(mg L™t a 25°C)
OO
CH;
Metilparabeno
(MP) 152,149 2,5x103 1,96 8,40
OH
0 OVCHg
Etilparabeno 166,176 8,85x102 2,47 8,34
(EP)
OH
0 O\/\CHg
Propilparabeno 180,203 5,0x102 3,04 8,50
(PP)
OH
o] O _~~_-CHs
Butilparabeno 194,230 2,07x102 3,57 8,47
(BP)
OH
e
Benzilparabeno 228,247 1,60x10? 3,64 8,50
(BzP)
OH

Autoria prépria

Fonte: https://pubchem.nchi.nlm.nih.gov

2.1.3 Colunas extratoras

As colunas extratoras utilizadas nesta etapa foram preparadas no laboratério e

descritas no Capitulo 2.

2.1.3.1 Escala convencional

Em escala convencional, o desenvolvimento do método para andlise de hormonios e
parabenos em aguas foi realizado com coluna extratora preenchida com a fase Luna Cis (50x
0,508 mm, 10 pm).


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
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2.1.3.2 Escala capilar

O desenvolvimento do método para analise de hormonios e parabenos em aguas em
escala capilar foi realizado com coluna extratora preenchida com a fase Luna Cis (50 x 0,254
mm, 10 pm).

2.1.4 Colunas analiticas comerciais

2.1.4.1 Escala convencional

Durante o desenvolvimento do método em escala convencional foram avaliadas
algumas colunas analiticas comerciais preenchidas com fase estacionaria Cis (silica
modificada com grupos octadecil) disponiveis no laboratério. A Tabela 3.2 lista essas colunas,

bem como algumas de suas caracteristicas.

Tabela 3.2 -Colunas capilares Cis utilizadas e suas principais caracteristicas.

Identificagdo da Dimensées Tamar)ho de Tamanho
(L xi,d., particula do poro Fornecedor
coluna Cys mm) (um) (A)
ACCLAIM Thermo Scientific,
) 100x 2,1 2,2 120
(Acclaim RSLC 120 Cas) USA
KINETEX 2,6 Phenomenex,
100x 2,1 2,6* 100
(Kinetex 2,6 XB-Czs) USA
KINETEX 1,7pn Phenomenex,
100x 2,1 1,7* 100
(Kinetex 1,7 XB-Cus) USA
KINETEX EVO Phenomenex,
150x 2,1 5* 100
(Kinetex 5u EVO-Cais) USA

“particula de silica superficialmente porosa
Autoria propria
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2.1.4.2 Escala capilar

Para o desenvolvimento do método em escala capilar para a quantificacdo de
horménios e parabenos em agua foi utilizada a coluna analitica comercial BetaBasicis (100 x
0,32 mm, 5 um; Thermo Scientific, USA), preenchida com fase estacionéria Cis.

2.1.5 Equipamentos, softwares e sistemas

Para as medidas de massa foi utilizada uma balanca analitica Mettler Toledo,
modelo AG285. As medi¢Oes de pH foram realizadas em um potenciémetro Qualxtron,
modelo 8010.

O sistema cromatografico utilizado nessa etapa (tanto para a escala
convencional quanto para a capilar) foi anteriormente apresentado e descrito (item
2.1.6.2., Capitulo 2). Para infusdo pos-coluna de hidroxido de amonia foi utilizada uma
bomba modelo LC-10ADve da Shimadzu.

O espectrbmetro de massas utilizado nessa etapa foi do tipo hibrido -
guadrupolo/tempo-de-voo, modelo MicrOToF-Qll, da marca Bruker Daltonics
(Bremen, Alemanha).

A aquisicdo de dados do acoplamento do cromatégrafo UltiMate ao
espectrometro de massas MicrOToF-Qll foi realizada software HYSTAR (verséo 3.2,
da Bruker), através do plug-in DCMSLink, (Thermo Scientific).

Para o tratamento e descricdo dos dados foi utilizado o pacote Microsoft®
Office™ e para tratamento das figuras o CorelDraw™. O software Chromeleon™ 7.1
foi usado para aquisicdo e tratamento dos dados cromatograficos obtidos com

deteccao por espectrometria na regido do ultravioleta (UV).

2.1.6 Amostras ambientais

Amostras de esgoto simulado, além de amostras aquosas de diversas fontes e
complexidades foram utilizadas nessa etapa do estudo, como segue:

- Amostra A: dgua do cérrego Santa Maria Madalena, proximo a nascente

- Amostra B: agua do cérrego Gregorio (em frente a entrada da USP)

- Amostra C: agua de pocgo artesiano (“agua dura”)

- Amostra D: agua de poco artesiano (chacara na cidade de Araras)
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- Amostra E: agua de poco artesiano (condominio Eldorado — Sao Carlos)

- Amostra F: dgua do corrego do Tijuco Preto

- Amostra G: 4gua do cérrego Santa Maria Madalena

- Amostra H: agua da “bica” (SAAE Séo Carlos)

- Amostra |: esgoto simulado (diluido em agua, 25:75, v/v)

- Amostra J: esgoto simulado (diluido em agua, 50:750, v/v)

- Amostra K: esgoto simulado (sem diluic&o)

- Amostra L: agua do rio Monjolinho (préoximo ao Shopping Iguatemi)

Antes da injecdo no sistema cromatografico, as amostras foram filtradas em

membrana de 0,22 pm.

2.2 Métodos

2.2.1 Escala convencional e capilar

Todas as analises feitas em column switching (neste Capitulo) tiveram a injecao

de 500 pL de amostra, no modo full loop, independentemente da escala.

2.2.1.1 Determinacéo das m/z a serem extraidas dos cromatogramas de
ions totais

Previamente a hifenacao do cromatégrafo ao espectrémetro de massas, foram
determinadas as m/z a serem extraidas dos cromatogramas de ions totais (TIC) para
obtencdo dos cromatogramas de ions extraidos (EIC). Para tanto, infundiu-se
diretamente na fonte do QToF uma mistura dos analitos em concentracédo 2 pug mL?,
preparada em agua/acetonitrila na propor¢cdo 1:1 (v/v). Foram avaliadas as
intensidades no modo positivo e negativo, e variagcbes em alguns parametros
instrumentais foram testadas, como transfer time, voltagem do capilar, temperatura da
fonte de ions, presséo do gas nebulizador e vazéo do gas secante. Posteriormente a
hifenacdo, foi feita a adequagdo dos parametros instrumentais conforme as

caracteristicas de cada uma das escalas.
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2.2.2 Escala convencional

2.2.2.1 Estudo da capacidade retentiva da coluna extratora Luna Cis (508
pum i.d.) para parabenos (UV/Vis)

Para este experimento, tanto o arranjo quanto o procedimento descritos em
2.2.5.1 (Capitulo 2) foram utilizados; o metilparabeno foi o analito selecionado para a
avaliacdo da capacidade retentiva dessa coluna.

A coluna de extragéo preenchida com Luna Cis e de dimensdes 50 x 0,508 mm,
preparada conforme item 2.2.1, Capitulo 2, foi avaliada com relacdo a capacidade

retentiva para o metilparabeno.

2.2.2.2 Investigacao quanto a natureza do fluxo gerado na coluna extratora
durante a etapa de carregamento da coluna Luna C18 (508 umi.d.)

Para a escala convencional utilizou-se a coluna extratora Luna Cis com
dimensées 50 mm x 0,508 um, arranjo descrito em 2.2.5.1 (Capitulo 2), apenas

monitorando 0s incrementos na pressao a cada incremento de vazao.

2.2.2.3 Avaliacdo do perfil cromatografico em escala convencional -
column switching entre coluna Luna Cis (didmetro 508 um) e
diversas colunas comerciais — MicrOToF-QlIl

A avaliacdo do perfil cromatografico da separacdo de horménios e parabenos
em colunas convencionais comerciais (Tabela 3.1 desse Capitulo), utilizou o sistema
UltiMate™ 3000 RSLCnano no modo multimensional.

Para a avaliagdo da separacdo cromatografica dos analitos nas colunas
comercias disponiveis (item 2.1.4.1), o sistema UltiMate™ 3000 RSLCnano no modo
multidimensional e em escala convencional foi montado. O sistema injetor foi
arranjado de modo a capacitar a injecao de 500 pL de amostra (solu¢des padrao dos
horménios e parabenos na forma de mistura, em agua ultrapura). Neste arranjo, a
bomba LP foi responsavel pelo carregamento da amostra do sistema injetor até a
coluna extratora (Luna Cis — 508 um diametro interno); ja a bomba HPG-RS (UHPLC)
fez a transferéncia dos analitos da coluna de extragdo para a coluna analitica, bem

como a separagao dos compostos nessa coluna.
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Os eventos de column switching nos experimentos foram possiveis gracas a
presenca das duas vélvulas atuadoras (Ve e Vio0), que neste arranjo especifico
proporcionaram a transferéncia dos analitos da coluna extratora para a analitica em
backflush. O caminho cromatografico foi escolhido para tornar o volume extra coluna
no sistema o0 menor possivel.

O detector utilizado nessa etapa foi o0 MicrOToF-QII.

2.2.2.4 Desenvolvimento do método - column switching entre coluna
extratora Luna Cig (diametro 508 um) e coluna Acclaim (CS-UHPLC-
ESI-QToF)

Para o acoplamento entre as colunas Luna Cis de didmetro interno 508 pme a
coluna Acclaim foi utilizado o mesmo arranjo multidimensional descrito no item 2.2.2.3.
Uma série de variaveis foram avaliadas durante o desenvolvimento do método,
dentre elas: composicdo e vazdo da fase moével; temperatura, tempo e vazao de
carregamento da amostra para a coluna extratora; vazao, composicdo da fase movel
e tempo necessario para transferéncia dos analitos para a coluna analitica;

temperatura de analise, além de vazao e composicao da fase mével de analise.

2.2.2.4.1 Avaliacéo qualitativa dos efeitos de matriz apresentados por
diversas matrizes aquosas

A avaliacdo qualitativa dos efeitos produzidos pela matriz na ionizacdo dos
parabenos e hormonios consistiu em injetar a matriz (amostras aquosas de diversas
fontes e complexidades) utilizando column switching nas condicdes de analise
previamente definidas para o acoplamento entre Luna Cis e Acclaim. Paralelamente,
uma solucdo padrdo dos analitos em agua foi infundida que, por intermédio de uma
conexdo em T, se misturou ao efluente pods-coluna analitica, sendo ambos
direcionados a fonte de ionizacdo. Os efeitos de supressdo ou incremento na
ionizagao podem ser visualmente observados nos cromatogramas registrados.

Adicionalmente, a fim de estudar a influéncia da complexidade da matriz na
resposta do sistema analitico para os diversos analitos, curvas analiticas em amostras
aguosas de diferentes fontes e complexidades foram construidas e visualmente

comparadas. Para possibilitar a comparagdo, as mesmas condi¢cdes analiticas e
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instrumentais foram empregadas, bem como as concentra¢cfes das solucdes padrao

utilizadas.

2.2.2.4.2 Avaliagdo prévia da linearidade da faixa de trabalho, exatidao e
precisdo em agua ultrapura

A linearidade da faixa de trabalho foi investigada em seis niveis de
concentracdo da mistura dos horménios e parabenos em agua ultrapura. Cada nivel
de concentragéo (pontos 1 a 6 — P1 a P6) foi avaliado em triplicata. Amostras branco
(agua ultrapura sem adicdo de padrao) foram injetadas aleatoriamente no intervalo da
curva para a verificagdo de efeito de memaoria no sistema analitico.

Os pontos P1, P3 e P6 foram utilizados para a checagem da precisdo inter e

intra-dia, além da exatidao do método desenvolvido.

2.2.3 Escala capilar

2.2.3.1 Estudo da capacidade retentiva da coluna extratora Luna Cis (254
um i.d.) para parabenos (UV/Vis)

Para este experimento, tanto o arranjo quanto o procedimento descritos em
2.2.5.1 (Capitulo 2) foram utilizados. A coluna de extragdo preenchida com Luna Cis
e de dimensdes 50 x 0,254 mm, preparada conforme descrito item 2.2.1 e listada na
Tabela 2.5 (Capitulo 2), foi avaliada com relacdo a capacidade retentiva para o

metilparabeno (composto menos retido entre os parabenos).

2.2.3.2 Investigacao quanto a natureza do fluxo gerado na coluna extratora
durante a etapa de carregamento da coluna Luna Cis (254 pmi.d.)

Para a escala capilar utilizou-se a coluna extratora Luna Cis com dimensdes 50
mm X 0,254 um, arranjo descrito em 2.2.5.1 (Capitulo 2), apenas monitorando 0s

incrementos na pressao a cada incremento de vazao.
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2.2.3.3 Avaliacao do perfil cromatografico - column switching entre coluna
extratora Luna C18 (diametro 254 um) e coluna BetaBasic18

Para o acoplamento entre as colunas Luna Cis de diametro interno 254 yme a
coluna BetaBasicis foi utilizado o arranjo multidimensional apresentado no item 2.2.2,
Capitulo 2. Entretanto, nesta etapa do estudo, o detector utilizado foi o QToF, e néo
UV/Vis.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Escala convencional e capilar

3.1.1 Determinacéo das m/z a serem extraidas dos cromatogramas de ions
totais

As m/z a serem extraidas dos cromatogramas de ions totais (TIC) para
obtencado dos cromatogramas de ions extraidos (EIC) foram determinadas por infusao
direta dos analitos. Concomitantemente, foram ajustados alguns parametros
instrumentais no espectrobmetro de massas a fim de se obter as respostas mais
adequadas para o conjunto dos analitos.

A Tabela 3.3 mostra a relacdo das m/z extraidas dos cromatogramas de ions
totais. Por estarmos trabalhando com um equipamento de alta resolucao, foi escolhido
0 ion monoisotdpico mais intenso de cada composto estudado, referente a espécie [M-
H]- (para todos os analitos), ou [M+H]* para a progesterona. Os ions foram extraidos
com exatidao de 5 ppm (com erro na segunda casa decimal).

Tabela 3.3- Relagdo m/z extraidas dos cromatogramas de ions totais.

Analito e m/z Moc.jo. d~e

molecular aquisicdo

Metilparabeno (MP) CsHsO3 [M-H] = 151,04 negativo
Etilparabeno (EP) CoH1003 [M-H]- = 165,06 negativo
Propilparabeno (PP) C10H1203 [M-H]- = 179,07 negativo
Butilparabeno (BP) C11H1403 [M-H]- = 193,09 negativo
Benzilparabeno (BzP) C14H1203 [M-H] = 227,07 negativo
Estriol (E3) C18H2403 [M-H]- = 287,17 negativo
Estradiol (E2) Ci8H2402 [M-H]- = 271,17 negativo
Etinilestradiol (EE2) C20H2402 [M-H]- = 295,17 negativo
Estrona (E1) CisH2202 [M-H] = 269,15 negativo
Progesterona (P) C21H3002 [M+H]* = 315,23 positivo

Autoria propria

Apbs a hifenacdo e com o sistema cromatogréafico operando em cada uma das

escalas, foi realizado o ajuste fino de alguns parametros, dadas as diferentes
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caracteristicas instrumentais de cada escala. Assim, apos otimizacéo, foram definidas
as condicdes experimentais utilizadas no espectrometro de massas para ambas

escalas. Essas condicOes séo listadas na Tabela 3.4 .

Tabela 3.4- Condicdes experimentais utilizadas no espectrémetro de massas MicrOToF-Qll para
as escalas convencional e capilar.

MicrOToF-QIl
Parametro Escala convencional Escala capilar
Software Compass (via HyStar) Compass (via HyStar)
Plug-in DCMSLink DCMSLink
Fonte de ionizagéo ESI ESI
Voltagem do capilar 4500 V 4500 V
Pressao do gas nebulizador 4 bar 1 bar
Vazao do gas de secagem 8 L mint 4 L mint
Temperatura do gas de secagem 200 °C 180 °C
Intervalo de m/z monitorado 50 a 3000 Da 50 a 3000 Da
Taxa de aquisi¢cao de espectros 2 Hz 2 Hz
Modo de aquisicdo de m/z Full MS Full MS
Transfer time 35s 35s

Autoria prépria

Dos dez analitos de interesse nesse estudo, apenas a progesterona sofre
ionizacdo em modo positivo, gerando ions [M+H]* no electrospray. Todos os demais
hormdnios e os parabenos sofrem ionizagdo negativa, gracas ao hidrogénio acido
presente em suas estruturas quimicas.

Uma limitagdo técnica da fonte ESI do MicrOToF-QII é a dificuldade de rapida
estabilizacdo apoOs inversao da polaridade. A recomendacao técnica é que sejam
aguardados 30 minutos para estabilizag&o.

Entretanto, para demonstrar que o método desenvolvido pode ser utilizado para
analisar também a progesterona, dada a presenca desse horménio desde o inicio do
desenvolvimento desse estudo, algumas injecdes de interesse qualitativo foram feitas
com inverséo de polaridade durante a corrida analitica. Assim, durante os primeiros
minutos da corrida analitica, a aquisi¢do foi feita em modo negativo; apos a eluicdo

dos analitos ionizados negativamente, houve a inversdo de polaridade, promovendo
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a ionizacdo da progesterona. Apds a eluicdo da progesterona (Ultimo analito a ser
eluido nas condicfes estudadas), a polaridade foi invertida novamente.
Posteriormente, quando andlises quantitativas passaram a ser o foco da etapa
de desenvolvimento, o modo negativo foi utilizado durante toda a corrida
cromatografica e a progesterona, consequentemente, nao foi ionizada e observada

Nnos cromatogramas.

3.2 Escala convencional

3.2.1 Estudo da capacidade retentiva da coluna extratora Luna Cis (508 pm
I.d.) para parabenos (UV/Vis)

Com base nos resultados descritos no Capitulo 2, optou-se por utilizar uma
coluna extratora preenchida com fase Luna Cis. Essa fase mostrou-se adequada no
que diz respeito a capacidade retentiva, além de boa compatibilidade com a fase das
colunas analiticas (Cis). Ainda, uma vez que o intuito maior desse trabalho € comparar
as duas escalas em uma série de quesitos, quanto maior a semelhanca entre os
sistemas como um todo, melhor. O diametro interno da coluna extratora utilizada na
escala convencional foi de 508 um, mantendo-se o comprimento da coluna em 50 mm.

Portanto, as colunas utilizadas para extracdo dos analitos em ambas escalas
(capilar e convencional) possuem as mesmas caracteristicas, exceto pelo diametro
interno. Essa caracteristica favorece a compatibilidade com o diametro interno da
coluna analitica, além de apresentar uma menor pressao de retorno, o que pode ser
positivo para a durabilidade da coluna.

A exemplo do que foi realizado para avaliar a capacidade retentiva do analito
menos retido dentre os hormonios (estriol), fez-se necesséaria a avaliacdo para o
analito menos retido dentre os parabenos (metilparabeno).

Assim sendo, a coluna extratora selecionada para o desenvolvimento do
método em escala convencional (preenchida com fase Luna Cis e com diametro
interno de 508um) foi avaliada antes de ser acoplada a coluna analitica. Os resultados

obtidos nesse estudo sdo mostrados na Tabela 3.5.
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Tabela 3.5- Eluicdo do metilparabeno em coluna extratora Luna Cis de 508 um de diametro interno.

Tempo de inicio da eluigcdo da banda do metilparabeno com o solvente de
carregamento (% MeOH) em agua

Coluna extratora Vazao 0 % MeOH 2,5 % MeOH
Al . .
Cus LUNA 0,400 mLmin > 1,5 min > 0,5 min
(50mm x 508um; 0,300 mLmin? > 2 5 min > 0,5 min
10 um, 100A) 0,200 mLmin? > 3,5 min > 1 min

Autoria prépria

Em fase mével contendo 100 % agua, em vazéo de 0,200 mL min, a banda
do metilparabeno comeca a eluir ap6s 3,5 minutos na coluna contendo fase Luna Caus;
isto significa que se estas condi¢cdes de carregamento forem selecionadas, o tempo
de carregamento (extracdo) ndo deve ser maior que 3,5 minutos, pois a partir deste
tempo inicia-se a perda do analito. As injecfes foram feitas em duplicata, sendo
relatada a média dos resultados; além disso, brancos de agua purificada foram

injetados entre as duplicatas, sem nenhum efeito de meméria (carry-over) observado.

3.2.2 Investigacdo quanto a natureza do fluxo gerado na coluna extratora
durante a etapa de carregamento da coluna Luna Cig (508 um i.d.)

A fim de estimar a natureza do fluxo gerado durante a etapa de carregamento
da amostra para a coluna de extragdo, registrou-se o comportamento da
contrapressao (backpressure) versus o aumento da vazao da fase movel usada no

experimento (agua).

Figura 3.1- Gréfico da pressao em funcdo da vazado de 4gua em coluna extratora
Luna Cis de 508 um de didmetro interno.
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Autoria prépria
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O grafico de presséo versus vazao plotado (Figura 3.1) demonstra que, para a
coluna avaliada, as vazdes empregadas geram incrementos lineares na pressao,
caracterizando assim um fluxo de natureza laminar. Desvios da linearidade, apés

determinada vaz&ao, caracterizariam a transicéo para um fluxo turbulento.[1]

3.2.3 Avaliacao do perfil cromatogréfico em escala convencional - column
switching entre coluna Luna Cis (didametro 508 pum) e diversas
colunas comerciais — MicrOToF-Qll

Para investigar o desempenho de cada uma das 4 colunas analiticas
comerciais descritas anteriormente (Item 2.1.4.1, Tabela 3.2) quando acopladas a
coluna extratora Luna Cis, injetou-se 500 pL de solugdo padrédo da mistura dos
hormonios e parabenos em agua purificada. A concentracao da solucao foi a mesma
para as 4 colunas avaliadas, assim como as demais condi¢cdes de andlise (método

cromatografico e parametros instrumentais).

Figura 3.2- Cromatogramas ilustrando o perfil cromatografico em CS-UHPLC-ESI-QToF,
obtido para as colunas disponiveis.
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Observando os cromatogramas, € possivel notar que a ordem de eluicdo dos
analitos € a mesma em cada uma das colunas, e que o perfil cromatogréfico exibido
pela coluna Acclaim é o mais adequado, pois essa coluna promoveu a melhor
separacao cromatografica, principalmente para os compostos mais retidos.

Assim sendo, a coluna Acclaim foi escolhida devido ao perfil apresentado, além

de apresentar a menor pressao de retorno nas condi¢des avaliadas.

3.2.4 Desenvolvimento do método - column switching entre coluna
extratora Luna Cis (diametro 508 pum) e coluna Acclaim (CS-UHPLC-
ESI-QToF)

Apos o estudo dos perfis cromatograficos obtidos para column switching em
cada uma das colunas comerciais disponiveis (item 3.2.3 desse Capitulo) acopladas
a coluna extratora Luna, optou-se por utilizar a coluna Acclaim Cis no desenvolvimento
do método em escala convencional. A partir do perfil obtido nas condi¢cdes
cromatograficas aplicadas, varias modificacdes foram testadas no intuito de promover
ganhos em sensibilidade, resolucdo e tempo na analise dos hormdnios e parabenos
selecionados. A sintese das principais variaveis investigadas, bem como as

observacdes dessa avaliacdo, encontra-se brevemente descrita ha Tabela 3.6.
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Tabela 3.6- Sintese das principais variaveis investigadas no desenvolvimento do método column switching em escala convencional (CS-UHPLC-ESI-QToF).

Variavel Condicao Variac6es Observactes
Fase ternaria composta de agua, metanol e Diferentes propor¢des de acetato de etila
acetato de etila (20,10 e 5 % em metanol) A ~ e
» ) o ) - . Pouca influéncia na separacgéo cromatografica.
c L Fase ternaria composta de agua, acetonitrila e Diferentes proporcGes de acetato de etila
OMPOSIGA0 " acetato de etila (20,10 e 5 % em acetonitrila)
da fase
movel Fase binaria composta de agua e metanol Mesmo gradiente utilizado para fase ternaria Perfil cromatografico semelhante ao obtido
* 7 -
® Fase binaria composta de 4gua e acetonitrila Mesmo gradiente utilizado para fase ternaria com fase ternaria.
Fase binaria composta de agua e acetonitrila Mesmo gradiente utilizado para fase ternaria A preseNn(;a de aceFato de etila ndo afetou a
ionizac&o dos analitos na fonte.
Vazéo da Fase tergarla_lcomposta de agua, acetonitrilae L oo 150, 200 e 250 L mint 200 pL min? mostrou melhores resultados referentes ao perfil
fase mével  acetato de etila cromatogréafico e transferéncia dos analitos da 12 para a 22
* &) Fase binaria composta de &4gua e acetonitrila Testados 150, 200 e 250 uL min? dimens&o.
O tempo de carregamento esta intrinsicamente ligado a vazao
Tempo  Tempo am aue ccote o caregaments cos  Testados 25 min 30min, 35 min, 40 min, 88 cAeganents sendo mporant vercarpossies perces
) &) analitos do injetor para a coluna extratora 4,5mine 5 min alterada. Havendo a possibilidade, o uso de um detector auxiliar
que faca o monitoramento do efluente da coluna extratora
durante o periodo de carregamento auxilia nessa observagéo.
Vazéo Vazdo de fase mével durante o carregamento  Testados 200 e 150 uL min (fase mével de ~ ESSe artificio foi utilizado nesse estudo, onde o detector DAD
* +) dos analitos do injetor para a coluna extratora carregamento 100 % agua) possibilitou o monitoramento em tempo real de possiveis
perdas na coluna de extracao.
Quanto maior a temperatura, menor a retengao, o que é critico
Temperatura principalmente para 0s compostos menos retidos,
N Temperatura do forno da coluna Testados 30, 35, 40, 45 e 50 °C especialmente durante a etapa de carregamento na coluna
) &) extratora. Entretanto, maiores temperaturas geram pressoées de
retorno menores.
Em presenca de hidroxido de amédnia foi observada uma
. melhora sutil (em torno de 20 % em &rea) do sinal analitico para
Modificador - N S Avaliada a resposta na ionizagéo dos analitos os horménios. Entretanto, para os parabenos, houve
de pH Infusdo de solugcdo aquosa de hidréxido de P ~ Do . - . .
ep em presenga e auséncia de solu¢do aquosa diminuigdo no sinal analitico (aproximadamente 30%). Nota:

Q)

amonia (pds-coluna analitica)

de hidroxido de amoénia (10 % v/v).

observou-se que a infusdo de NH,OH provocou, a médio prazo,
aumento do ruido (provavelmente devido ao depésito de
impurezas na fonte (reagente grau PA).

(*) Variavel estudada em solugdo padrdo em agua ultrapura.
(+) Variavel estudada em matriz branca (agua de rio) adicionada de solugéo padréao.
Autoria propria
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Apoés avaliacdo das observacgdes feitas, as condi¢cdes que propiciaram perfil
cromatografico adequado e maior sensibilidade foram selecionadas. A Tabela 3.7
relaciona as condic¢des de andlise otimizadas para column switching entre coluna Luna

Cis e coluna Acclaim na escala convencional com detecc¢éo pelo QToF.

Tabela 3.7- Condi¢des de analise otimizadas para column switching entre coluna Luna Cis e coluna
Acclaim em CS-UHPLC-ESI-QToF.

Coluna extratora Coluna analitica

Luna Cys (50 x 0,508 mm; 10 um) Acclaim Cyg(100 x 2,2 mm; 2,6 pm)

Fase movel H20O/ACN H20/ACN
Vazéo da fase movel 200 pL mint 200 pL mint
inicio — 100 % H20 inicio — 35 % ACN
9,5 min — 100 % H20 3,5 min — 35 % ACN
. . 9,501 min — 90 % ACN 15,5 min — 45 % ACN
Gradiente de eluicdo
, 22 min—90 % ACN 15,501 min — 90 % ACN
da fase movel
22,001 min — 100 % H20 22 min — 90 % ACN
25 min — 100 % H20 22,001 min — 35 % ACN
25 min — fim 25 min — fim
Temperatura do forno 40°C 40°C

Inicio: Ve (1_2) e V1o (1_2)
Eventos de 3,5min: Ve (1_2) e Vio (10_1)
column switching 9,5min: Ve (6_1) e V1o (1_2)
22min: Ve (1_2) e V1o (1_2)

Autoria prépria

Observando os cromatogramas, € possivel notar que a ordem de eluicdo dos
analitos € a mesma em cada uma das colunas e que o perfil cromatografico é bastante
semelhante.

A coluna Acclaim foi escolhida devido ao perfil apresentado, além de apresentar
a menor contrapressao, sob as condi¢cdes avaliadas.

A Figura 3.3 ilustra o perfil cromatografico obtido com a otimizacdo das

condicdes de analise para os parabenos e horménios estudados.
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Figura 3.3- Cromatograma tipico da separacdo cromatografica dos 4 hormoénios e 5
parabenos em CS-UHPLC-ESI-QToF nas condicGes anteriormente descritas
(Tabela 3.7).
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Autoria propria.

3.2.4.1 Avaliagcdo qualitativa dos efeitos de matriz apresentados por
diversas matrizes aquosas

Diversas matrizes aquosas de diferentes complexidades foram injetadas no
arranjo column switching em escala convencional, nas condi¢cdes de analise definidas
anteriormente. Concomitantemente, uma infusdo em “T” do padrao analitico (mistura
dos hormdnios e parabenos em concentracdo 1 pg mL' em Agua ultrapura) foi
realizada. Assim, tanto o efluente proveniente do sistema cromatografico quanto a
solucdo padrdao chegam a fonte do espectrdbmetro de massas ao mesmo tempo,
sofrendo ionizacéo.

Uma vez que a infusdo do padrdo € constante (vazdo, concentracdo e
proporcao da mistura de analitos), as alteracées no perfil de ionizacdo séo geradas
unicamente pela composi¢do do efluente proveniente da coluna cromatografica. O
efluente, por sua vez, é resultado da dessorcdo dos componentes (interferentes) da
matriz eluidos pelo gradiente da fase mével analitica ao longo do leito cromatografico.
Alteracdes no perfil de ionizagéo séo percebidos observando-se a linha de base no
cromatogramas adquiridos.

Os efeitos de supresséo ou de incremento na ionizagao causado pela matriz
(efluente proveniente da coluna analitica) para cada analito podem ser visualmente

observados nos cromatogramas adquiridos. Especial atencdo deve ser dada a regiao
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do cromatograma referente ao tempo de retencdo de cada analito. Assim, uma
alteracao (depresséo/ queda) na linha de base reflete uma ionizagdo menos eficiente
(supressao); da mesma forma, um aumento (elevacéo) da linha de base é resultado
de uma ionizacdo mais efetiva. Ambas situacfes sédo indesejadas e devem ser
evitadas ao maximo, pois podem conduzir a resultados erréneos (falsos negativos,
sub ou superestimacdo quantitativa). Essa € uma forte razdo para justificar todo o
esforco cientifico empregado na busca de maior eficiéncia e sem comprometimento
da frequéncia analitica do preparo de amostras.

Na Figura 3.4 podem ser observados cromatogramas de diversas matrizes
aquosas, submetidas as mesmas condi¢Bes analiticas, e os efeitos causados na
ionizacdo devido as diferencas existentes na composicdo dessas matrizes.

Analisando os cromatogramas da figura é possivel identificar regibes onde o
perfil da linha de base é bastante estavel e semelhante para todas as matrizes

aguosas estudadas.
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Figura 3.4- Cromatogramas de diversas matrizes aquosas? para visualizacdo dos efeitos de matriz causados por cada uma.
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As regides de estabilidade do perfil da linha de base referem-se a:

- 0 a 4 minutos: composicéo constante de fase movel (efluente da coluna analitica)
e de padrao infundido atingindo a fonte de ionizacéao,

- aproximadamente aos 4 minutos também aos 17 minutos: deflexdo ocasionada
pelo giro da valvula,

- de 17 a 21 minutos: aumento significativo na proporgao de solvente organico na
fase movel (90% de acetonitrila),

- de 21 a 25 minutos: condicionamento da coluna analitica (mesma composicao da
fase movel do inicio da corrida cromatografica).

Também € possivel identificar a regido onde os efeitos supressores ou
amplificadores da ionizagdo sdo mais percebidos. As diferencas relativas a
composicao das diversas matrizes ficam evidentes na regido do cromatograma entre
4 e 17 minutos; é nesse intervalo de tempo que ocorre a transferéncia do que ficou
retido na coluna extratora (nesse caso, os interferentes da matriz) pelo gradiente de
fase movel aplicado. Portanto, € nesse periodo que chegam a fonte de ionizacéo os
compostos responsaveis pela perturbacdo na ionizacdo dos analitos, causando
supressdo ou aumento de sensibilidade.

Comparando os cromatogramas apresentados na Figura 3.4, pode-se
destacar, por exemplo, a constancia nas linhas de base obtidas para as matrizes Poc¢o
3 (E) e corrego Tijuco Preto (F), indicando que praticamente ndo ha efeito
desestabilizador na ionizacdo. Em contrapartida, as matrizes de esgoto simulado e
suas diluicdes (esgoto simulado - K, esgoto simulado 50:50 — J- e esgoto simulado
25:75 - 1) e Monjolinho (cérrego préximo ao Shopping Iguatemi) — L, apresentaram
linhas de base bastante inconstantes, resultado de efeitos supressores da ionizacao.
E possivel inferir que as matrizes Poco 3 (E) e corrego Tijuco Preto (F), possuem uma
composi¢cdo menos complexa que as matrizes que geraram maiores perturbagdes na
ionizagcdo. Outra possibilidade é que as matrizes com menores efeitos tenham
interferentes com carater hidrofilico mais acentuado que as demais; nesse caso, 0S
interferentes néo retidos na fase Cis sédo descartados na etapa de carregamento da
amostra na coluna extratora (clean-up).

Adicionalmente, a fim de estudar a influéncia da complexidade da matriz na
resposta do sistema analitico para os diversos analitos, curvas analiticas em amostras
aguosas de diferentes fontes e complexidades foram construidas e visualmente

comparadas.
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Figura 3.5- Curvas analiticas para horménios em diferentes matrizes construidas para

sensibilidade dos analitos em cada matriz.
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Figura 3. 6 -Curvas analiticas para parabenos em diferentes matrizes construidas para comparacdo da
sensibilidade dos analitos em cada matriz.
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A avaliacao visual e comparativa dessas curvas (Figura 3.5 para hormonios e
Figura 3.6 para parabenos) foi indicativa da sensibilidade do sistema analitico para
cada um dos analitos. Percebe-se claramente que cada analito responde
diferentemente ante as diversas matrizes avaliadas, apresentando sensibilidades

diferentes.

3.2.4.2 Avaliacdo prévia da linearidade da faixa de trabalho, exatidao e
precisdo em agua ultrapura

A Tabela 3.8 mostra as concentragfes para os pontos da faixa de trabalho
usada para a avaliacdo prévia da linearidade, exatiddo e precisdo do método

desenvolvido.

Tabela 3.8— Concentracdes da linearidade da faixa de trabalho.

Ponto da Concentracéo do padréo Concentracéo do padréo
curva de hormdnios em 4gua de parabenos em 4gua
ultrapura (ng mL™?) ultrapura (ng mL™?)
P1 0,5 0,05
P2 1 0,1
P3 5 0,5
P4 20 2
P5 50 5
P6 100 10

Autoria prépria

Cada nivel de concentracdo (P1 a P6) foi avaliado em triplicata. Para a
verificagdo da existéncia de efeito de memodria no sistema analitico, amostras de
branco (dgua ultrapura sem adicdo de padrédo) foram injetadas aleatoriamente no
intervalo da curva, ndo tendo sido observado carry over nesse intervalo de
concentragoes.

As curvas analiticas apresentaram boa linearidade nas faixas de concentragao
estudadas para as duas classes de compostos, como pode ser observado na Figura
3.7.
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Figura 3.7 - Curvas analiticas obtidas por column switching para A) parabenos em agua ultrapura e B) horménios em agua ultrapura.

122

A

AREA

1600000
1400000
1200000
1000000
800000
600000
400000
200000

0
-200000 O

® Metilparabeno

AREA

PARABENOS
2 4 6 8 10 12
Concentragao

@ Etilparabeno @ Propilparabeno Butilparabeno

2500000
¥
2000000
1500000
1000000 -
500000
0 G
0 20 40 60 80 100
-500000 =
CONCENTRAGCAO
@ Estriol @ Estradiol @ Etinilestradiol Estrona

y =52216x - 6684,1

R?=0,9974

y =74213x - 13804
R?=0,9966

y=97145x - 21784
R*=0,9963

y =120167x - 20237
R*=0,9976

y = 146973x - 39644
R?=0,9924

@ Benzilparabeno

y = 5887,7x + 30258
R%=0,989

y=5121,7x- 21615
R*=0,987

y =5188,3x - 20784
R?=0,986

120
y =22948x - 42977

R?=0,998

Autoria Prépria



CAPITULO 3

123

Os pontos P1, P3 e P6 foram utilizados para a checagem da precisao inter e
intra-dias, além da exatiddo do método desenvolvido. Entretanto, apesar da
linearidade da faixa de trabalho estar adequada, os resultados obtidos para a precisao
inter-dias geraram valores de DPR bastante elevados, em torno de 25 %.

Para avaliar a repetibilidade do sinal analitico obtido por CS-UHPLC-ESI-QToF,
uma série de inje¢cdes da mesma solucdo padrdo da mistura dos analitos em agua
ultrapura foi realizada.

Inicialmente, as injecdes foram realizadas sequencialmente, em um mesmo dia.
A Figura 3.8 mostra o grafico gerado com a plotagem da area de cada analito obtida
a cada injecado, com o total de dezesseis inje¢cOes realizadas em um intervalo de
aproximadamente 10 horas consecutivas. Inje¢cdes do branco foram realizadas apés

a segunda e a oitava injecdo de padrao, a fim de descartar efeito de memodria.

Figura 3.8- Grafico das areas obtidas para cada analito, a cada inje¢do (500 uL), dentro do
intervalo de 10 horas consecutivas.
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ng mL1; BzP: 0,18 ng mLL.

Autoria prépria.

Observando o gréfico, € possivel verificar a repetibilidade do sinal analitico no
intervalo de tempo estudado. De fato, o desvio padréo relativo calculado para todas
as replicas variou de 2,34 % (BP) a 7,63 % (E3).

Em um segundo momento, o estudo para avaliar a precisdo do sinal analitico

foi repetido. As condi¢Bes de analise foram mantidas, assim como as concentracdes
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dos analitos na solucdo padrdo. Porém, nesse momento, os intervalos entre duas
injegcOes de padréo foram aumentados consideravelmente; na sequéncia de cada
injecdo de padrdo, 3 injecbes de branco (dgua ultrapura) eram realizadas, totalizando
3 dias consecutivos de andlise (mais precisamente 74 horas de analise nas mesmas
condicbes). Assim, as areas referentes a trinta e uma injecbes do padrdo de
hormonios e parabenos foram plotadas, e o grafico obtido pode ser observado na
Figura 3.9

Figura 3. 9- Grafico das areas obtidas para cada analito, a cada injecdo (500 L), dentro do
intervalo de 74 horas consecutivas.
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Autoria prépria.

Diferente do que fora observado para as injecoes realizadas em um mesmo
dia, observa-se uma oscilacdo consideravel na repetibilidade do sinal analitico no
intervalo de 3 dias. Os parabenos mostraram variacfes significativas ao longo do
periodo, indicando tendéncias de diminui¢cdo das areas ao longo do tempo; ja as areas
dos horménios mostraram-se mais estaveis, e com leve tendéncia a aumentar.

As tendéncias de diminuicAo e aumento das areas para parabenos e
hormoénios, respectivamente, podem ser melhor Vvisualizadas quando 3

cromatogramas, obtidos em dias diferentes, sédo sobrepostos (Figura 3.10).
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Figura 3.10- Sobreposicdo de cromatogramas obtidos nas mesmas condi¢cdes, em 3 dias
distintos, ilustrando a baixa preciséo inter-dias do método desenvolvido.
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Concentragfes de cada analito na solugdo padréo: E3: 10 ng mL; MP: 0,30 ng mL™?; EP:
0,25 ng mLt; PP: 0,20 ng mL?; E2: 5 ng mL; EE2: 2,5 ng mL%; E1: 1,25 ng mL?; BP: 0,18
ng mL%; BzP: 0,18 ng mL™.

Autoria proépria.

Ante os resultados demonstrando a baixa repetibilidade do método a médio
prazo, varias hip6teses foram apontadas e avaliadas. Assim, foram testados:

- substituicdo da coluna extratora, para verificar perda da capacidade retentiva;

- substituicdo da coluna analitica;

- limpeza da fonte de ionizacao;

- variagao de alguns parametros instrumentais (QToF);

- revisao do sistema injetor;

- verificacdo da vazao das bombas cromatograficas;

- verificac@o da precisdo em uma s6 dimensdo (somente coluna analitica).

Apesar de todas as tentativas feitas buscando a origem da precisdo
inadequada, mesmo contando com a reconhecida vivéncia técnica em cromatografia
e espectrometria de massas de varios membros do Grupo, néo foi possivel sanar o
problema. Nem mesmo a manutencgdo e limpeza realizadas pelo técnico da Bruker
foram eficazes nesse sentido.

Numa ultima tentativa de encontrar a origem do problema, e buscar resolvé-lo,

optou-se por realizar a verificacdo da precisdo em escala capilar.
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3.3 Escala capilar

Para avaliar a precisdo em escala capilar (CS-cLC-ESI-QToF) foi necesséario
adaptar o método anteriormente desenvolvido (Capitulo 2).

Uma das justificativas para essa adaptacao foi a possibilidade de substituicéo
da coluna analitica Zorbax Cis pela coluna BetaBasicis; durante o desenvolvimento
do método em escala convencional, a coluna capilar Zorbax foi direcionada para uso
em outro projeto do grupo. Além disso, foi disponibilizada uma coluna que ainda ndo
havia sido usada para horménios e parabenos (BetaBasicis), e quando testada
mostrou-se adequada.

Adicionalmente, a inclusdo da determinacdo de parabenos (além dos
hormonios) esta condicionada a realizacao de novos estudos e adaptacdes ao método
ja desenvolvido.

3.3.1 Estudo da capacidade retentiva da coluna Luna Cig (254 um i.d.) para
parabenos (UV/VIS)

Conforme apresentado e discutido no Capitulo 2, dentre as colunas de SPE
avaliadas, a que se mostrou mais adequada para a andlise dos horménios estudados
foi a coluna preenchida com a fase Luna Cis (50 x 0,254 mm, 10um). Entretanto, a
exemplo do que foi realizado para a escala convencional, houve a necessidade de
avaliar a capacidade retentiva dessa coluna extratora para parabenos.

Assim, o procedimento descrito no Capitulo 2, item 2.2.5.1 foi empregado,
utilizando o analito menos retido dentre os parabenos (metilparabeno). Os resultados

desse estudo sao apresentados na Tabela 3.9.

Tabela 3.9- Eluicdo do metilparabeno em coluna extratora Luna Cis de 254 um de didametro interno.

Tempo de inicio da eluicdo da banda do metilparabeno com o solvente de
carregamento (% MeOH) em agua

Coluna extratora Vazao 0 % MeOH 2,5 % MeOH
I . )
Cus LUNA 0,400 mLmin > 1,5 min > 0,5 min
(50mm x 254um; 0,300 mLmin? > 3,0 min > 0,5 min
10 um, 100A) 0,200 mLmin-t > 3,5 min > 1 min

Autoria prépria
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Pode-se observar que em fase moével contendo 100 % agua, em vazéao de 0,200
mL min, a banda do metilparabeno comeca a eluir apés 3,5 minutos na coluna Luna
Cis; isto significa que se estas condi¢cdes de carregamento forem selecionadas, o
tempo de carregamento (extracdo) ndo deve ser maior que 3,5 minutos, pois a partir
dai ha risco de perda do analito. As injecdes foram feitas em duplicata, sendo relatada
a média dos resultados; além disso, brancos de agua ultrapura foram injetados entre
as duplicatas, e nenhum efeito de memoria (carry over) foi observado.

Portanto, apos avaliacdo do desempenho retentivo dessa coluna para os
parabenos incluidos nessa etapa do trabalho, o desenvolvimento do método para
andlise de horménios e parabenos em aguas na escala miniaturizada foi realizado
com coluna extratora Luna Cis (50 x 0,254 mm, 10um).

3.3.2 Investigacao a respeito da presenca ou auséncia de fluxo turbulento
durante a etapa de carregamento da coluna Luna Cis (254 um i.d.)

Da mesma forma que havia sido realizado para a coluna de extracdo com
diametro interno de 508 pm, investigou-se a natureza do fluxo gerado durante a etapa

de carregamento da amostra para a coluna com diametro interno de 254 um.

Figura 3.11— Grafico da pressao em funcdo da vazao de 4gua em coluna extratora Luna
Cis de 254 pm de didametro interno.
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Autoria prépria

Conforme apresentado na Figura 3.10, o observado, mais uma vez, foi a

resposta linear e crescente da pressdo com aumento da vazao.
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3.3.3 Avaliacao do perfil cromatografico — column switching entre coluna
Luna Cis (diametro 254 um) e coluna BetaBasicis

Ainda no Capitulo 2, foram discutidos e apresentados os resultados das
avaliacOes realizadas para as colunas capilares comerciais disponiveis. Entretanto, a
disponibilizacdo para uso de uma coluna capilar comercial ainda néo testada para os
analitos de interesse desse estudo motivou seu uso.

O acoplamento entre as colunas foi realizado aplicando-se os conhecimentos
adquiridos ao longo do desenvolvimento de todo o projeto, de maneira objetiva e
direta.

As condi¢des cromatograficas resultantes da otimizacdo do método em escala

capilar estéo dispostos na Tabela 3.10.

Tabela 3.10 - Condicdes cromatogréaficas resultantes da otimizacdo do método CS-cLC-ESI-QToF
Coluna extratora Coluna analitica

Luna Cig (50 x 0,254mm; 10 um) BetaBasicig (100 x 0,32 mm, 5um)

Fase mével H20/ACN H20/ACN
Vazao da fase movel 200 pL mint 12 uL min?t
inicio — 100 % H20 inicio — 25 % ACN
9,0 min — 100 % H20 2,5 min — 25 % ACN
. - 9,001 min —90 % ACN 14, 5min — 40 % ACN
Gradiente de eluicdo
, 22 min—90 % ACN 15,5 min — 90 % ACN
da fase movel
22,001 min — 100 % H-20 21 min — 90 % ACN
25 min — 100 % H20 21,001 min — 25 % ACN
25 min — fim 25 min — fim
Temperatura do forno 40°C 40°C

Inicio: Ve (1_2) e V1o (1_2)
Eventos de 2,5min: Ve (1_2) e Vio (10_1)
column switching 6,5min: Ve (6_1) e V1o (1_2)
20min: Ve (1_2) e V1o (1_2)

Autoria prépria

O perfil cromatografico resultante da otimizacdo das condicbes de analise e
deteccdo estd exemplificado na Figura 3.12.
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Figura 3.12- Cromatograma tipico da separacao cromatografica dos 5 horménios e 5 parabenos em
CS-cLC-ESI-QToF nas condic8es anteriormente descritas (Tabela 3.10).
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Autoria prépria

3.3.4 Avaliagao da precisao inter-dias

Com o intuito de verificar se a falta de repetibilidade do sinal analitico a médio
prazo acontecia também na escala capilar, o estudo da precisdo inter-dias para
horménios e parabenos em CS-cLC-ESI-QToF foi realizado. As condi¢des de analise
foram as mesmas durante todo o periodo, mantidas, assim como as concentracdes
dos analitos na solucdo padrédo. Nos intervalos entre duas injecdes de padrao foram
realizadas 3 injecdbes de branco (agua ultrapura), tal qual feito em escala
convencional. As areas referentes a vinte e quatro injecdes do padrdo de horménios

e parabenos foram plotadas, e o gréafico obtido pode ser visto na Figura 3.13.

Figura 3.13- Grafico da area obtida para cada analito, a cada injecéo (500 uL), dentro do intervalo
de 57 horas consecutivas (aproximadamente dois dias e meio).
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Concentragdes de cada analito na solugdo padréo: E3: 10 ng mL; MP: 0,30 ng mL%; EP:
0,25 ng mL; PP: 0,20 ng mL1; E2: 5 ng mL1; EE2: 2,5 ng mL%; E1: 1,25 ng mL™1; BP: 0,18
ng mL?; Bz P: 0,18 ng mL™1.

Autoria prépria.
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Pode-se visualizar claramente uma homogeneidade no sinal analitico para
column switching em escala miniaturizada no intervalo de tempo estudado. Os baixos
valores obtidos para o desvio padréo relativo calculado reforca essa observacéao,
tendo variado de 2,48 % (BP) a 4,44 % (MP). Portanto, para a escala capilar, o sistema
mostrou-se preciso, tanto a curto quanto a médio prazo.

Optou-se por ndo validar nenhum dos métodos utilizando o QTOF como
detector, visto que somente em escala capilar o método apresentou precisdo
adequada aos propositos analiticos.

Assim, para que os métodos pudessem ser validados e a avaliacdo de figuras
de mérito pudesse ser realizada em ambas escalas, partiu-se para a hifenacao do
cromatdgrafo UltiMate com o espectrémetro de massas sequencial XEVO TQ MS, da

Waters.
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4 CONCLUSOES

Pontos que podem ser destacados nessa etapa do estudo:

v As colunas extratoras preenchidas com fase Luna Cis se mostraram
menos retentivas para os parabenos, especialmente para o metilparabeno, em

comparagao com os hormonios;

v Fases mdveis binarias, composta de agua e metanol ou agua e
acetonitrila proporcionaram seletividade suficiente para a determinacdo dos analitos

guando se utilizou o0 QToF como detector;
v A coluna BetaBasicis mostrou-se eficiente para o objetivo do trabalho;
v As colunas extratoras operaram em fluxo laminar;

v A coluna Acclaim foi, dentre as investigadas, a que apresentou melhor

seletividade especialmente para os analitos mais retidos;

v Foi observada a instabilidade do sinal analitico em escala
convencional, nas condi¢fes estudadas, inviabilizando a validagdo do método;

v Em escala capilar, o sinal analitico se mostrou estavel nas condicdes

estudadas;

v Foi observado que os efeitos provocados pelas diferentes
caracteristicas de cada uma das amostras aquosas variaram conforme o analito, nas

condig¢des investigadas.
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1 OBJETIVO

Nesta etapa do estudo, o objetivo foi a avaliagdo de algumas figuras de mérito
da validacdo dos métodos cromatograficos baseados em column switching nas
escalas capilar e convencional, ambos aplicados a andlise de 4 horménios e 5
parabenos em agua, com deteccdo por espectrometria de massas sequencial

(MS/MS). Para isso, foram tracados os seguintes objetivos especificos:

1.1 Objetivos especificos

realizar a otimizagédo das condi¢Oes de ionizagdo e fragmentacao para

0s hormonios e parabenos;

= promover a adequacdo dos métodos cromatograficos baseados em
column switching em escala capilar e convencional (desenvolvidos no

Capitulo 3) a hifenagéo ao espectrémetro de massas sequencial;
» avaliar as principais figuras de mérito de validagdo dos métodos;

= investigar os efeitos de matriz em amostras aquosas de diferentes fontes

de diversas procedéncias da cidade de S&o Carlos, SP.

= demonstrar a aplicabilidade dos métodos cromatograficos column

switching desenvolvidos em amostra aquosa.
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2 DESENVOLVIMENTO EXPERIMENTAL

2.1 Material

2.1.1 Padrdes analiticos de hormonios esteroides e parabenos

Os padrbes analiticos dos hormdnios esteroides e dos parabenos utilizados
nesse estudo foram listados nos itens 2.1.1.1 do Capitulo 2 e 2.1.2.2 do Capitulo 3.
As estruturas quimicas e propriedades fisico-quimicas mais relevantes dos hormonios
foram apresentadas na Tabela 2.1 do Capitulo 2; os parabenos tiveram suas

estruturas e propriedades descritas na Tabela 2.1 do Capitulo 3.

2.1.2 Reagentes e solventes

Acetonitrila (ACN) grau HPLC, da Tedia (Fairfield, USA) foi utilizada nessa
etapa. A agua purificada foi obtida de sistema Milli-Q da Millipore (Bedford, USA) e
membranas hidrofébicas de 0,2 um e hidrofilicas de 0,45 pm e 0,2 pum, adquiridas da

Millipore, foram utilizadas para a filtragéo de solventes e amostras.

2.1.3 Colunas extratoras

As colunas extratoras utilizadas nesta etapa foram preparadas no laboratério e

descritas no Capitulo 2 (item 2.1.4).

2.1.3.1 Escala capilar

Em escala capilar, o0 método para andlise de horménios e parabenos em agua foi

desenvolvido com coluna extratora preenchida com a fase Luna Cas (50 x 0,254 mm, 10 pm).

2.1.3.2 Escala convencional

O desenvolvimento do método para analise de hormoénios e parabenos em
agua foi realizado com coluna extratora preenchida com a fase Luna Cis (50 x 0,508
mm, 10 pm).
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2.1.4 Colunas analiticas comerciais

2.1.4.1 Escala capilar

Para o desenvolvimento do método em escala capilar para a quantificacdo de
hormonios e parabenos em agua foi utilizada a coluna analitica comercial BetaBasicis (100 x
0,320 mm, 5 um; Thermo Scientific, USA), preenchida com fase estacionéria Cas,

2.1.4.2 Escala convencional

Para o desenvolvimento do método em escala convencional para a quantificacdo de
horménios e parabenos em égua foi utilizada a coluna analitica comercial Acclaim (100 x 2,1
mm, 2,2 um; Thermo Scientific, USA), preenchida com fase estacionaria Cis.

2.1.5 Equipamentos, softwares e sistemas

Para as medidas de massa foi utilizada uma balanca analitica Mettler Toledo,
modelo AG285. As medicBes de pH foram realizadas em um potencidémetro Qualxtron,
modelo 8010.

Para o tratamento e descricdo dos dados foi utilizado o pacote Microsoft®
Office™ e para tratamento das figuras o CorelDraw™. O software Chromeleon™ 7.1
foi usado para aquisicdo e tratamento dos dados cromatograficos obtidos com
deteccdo por espectrometria na regido do ultravioleta (UV); para aquisicdo e
tratamento dos dados cromatograficos obtidos com deteccdo por espectrometria de
massas sequencial foi utilizado o software MassLynx, da Waters.

Além dos equipamentos e sistemas ja anteriormente utilizados e descritos no
Capitulo 2, foi utilizado o detector da Waters, XEVO TQ MS (espectrometro de massas
sequencial do tipo triplo quadrupolo), com ionizacao por electrospray negativo (ESI -)
e operando no modo MRM (monitoramento de rea¢des multiplas). Foi utilizada a probe
LowFlow para a escala capilar. O cromatégrafo UltiMate foi acoplado ao XEVO TQ
MS por meio de uma porta (relay); nesse caso, o controle do processo cromatografico
foi executado pelo software Chromeleon do UltiMate, cabendo ao espectrometro de
massas 0 monitoramento das transi¢cées de m/z selecionadas, aquisi¢cao e tratamento

dos dados gerados, via MassLynx.
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Nessa etapa do estudo, um dos cabecotes da bomba capilar apresentou um
dano mecanico que ndo pode ser reparado sem troca de pecas (importadas). Para
que todo o estudo realizado até esse momento nao fosse perdido, utilizou-se a bomba
HPG-RS (UHPLC) em vazéo reduzida de 15 puL min-! (capilar). Adicionalmente para o
processo de extracao e pré-concentracdo dos analitos na coluna extratora foi utilizada
a bomba de carregamento (LP). Por fim, a configurac&o utilizada para a validacdo em
escala capilar foi a mesma descrita anteriormente para column switching em escala

convencional.

2.1.6 Amostras ambientais

A amostra utilizada na validacdo dos métodos foi agua do corrego Gregoério,
coletada em novembro de 2018 (pds chuva).

Amostras aquosas de diversas fontes e complexidades foram utilizadas nessa
etapa do estudo, como segue:

- Amostra a: agua do cérrego Gregério (em frente a entrada da USP, coletado
durante estiagem)

- Amostra b: agua do cérrego Gregoério (em frente a entrada da USP, coletado
em periodo chuvoso)

- Amostra c: dgua do corrego Gregorio (em frente a entrada da USP, coletado
durante estiagem)

- Amostra d: agua da represa do Broa (coletado durante estiagem)

- Amostra e: dgua do coérrego do Tijuco Preto (coletado durante estiagem)

- Amostra f: 4gua do cérrego Santa Maria Madalena

- Amostra g: agua do rio Monjolinho (préximo ao Shopping Iguatemi)

- Amostra h: agua Santa Maria Madalena (proximo a nascente)

- Amostra i: agua de poc¢o (condominio Eldorado)

- Amostra j: agua de torneira

Antes da injecao no sistema cromatografico, todas as amostras foram filtradas

em membrana de 0,22 pm.
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2.2 Métodos

2.2.1 Escalas capilar e convencional

Todas as andlises realizadas em column switching reportadas neste Capitulo
foram realizadas com a inje¢éo de 500 pL de amostra, no modo full loop, independente

da escala.

2.2.1.1 Otimizagao das condi¢Oes de ionizagao e fragmentacgao

A otimizacao das condicdes de ionizagéo e fragmentacdo no modo negativo foi
realizada via IntelliStart, ferramenta do espectrometro de massas XEVO TQ MS. Para
tanto, uma mistura dos analitos em concentracdo 2 pg mL?, preparada em

agua/acetonitrila na proporcao 1:1 (v/v), foi infundida.

2.2.2 Adequacéao do metodo cromatografico desenvolvido

2.2.2.1 Escala capilar

A adequacao do método cromatografico em escala capilar utilizando column
switching (cujo desenvolvimento foi descrito e discutido no capitulo anterior) iniciou
com a verificacdo das condi¢cdes de andlise utilizando a bomba HPG-RS em
substituicdo a bomba NCS. Assim, uma mistura dos analitos de interesse em agua
ultrapura foi injetada, respeitando-se as condi¢des anteriormente definidas. Verificou-
Se a precisdo na resposta de area e de tempo de retencdo de um conjunto de réplicas
de 6 inje¢Oes, utilizando o detector UV/VIS.

O préximo passo consistiu em acoplar o cromatografo UltiMate ao XEVO TQ
MS e em seguida, reavaliar as condicbes cromatograficas que haviam sido
consideradas as mais adequadas, tais como vazao e composi¢cado de fase moével e

temperatura do forno das colunas.
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2.2.2.2 Escala convencional

A adequacdo do método cromatografico em escala convencional desenvolvido
no capitulo anterior foi realizada apos o acoplamento do cromatografo UltiMate ao
espectrometro de massas XEVO TQ MS. Foram reavaliadas as condi¢oes
cromatograficas mais adequadas, tal como realizado para a escala capilar (item
3.2.2.1 desse Capitulo).

2.2.3 Avaliacao de figuras de mérito paraas escalas capilar e convencional

Ha uma variedade de guias de validacao disponiveis, tanto nacionais quanto
internacionais. No Brasil, destacam-se os guias da ANVISA (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria) [1][2]. Internacionalmente, os guias do ICH (International
Conference on Harmonization of Technical Requirements for Registration of
Pharmaceuticals for Human Use [3] e do FDA (Food and Drug Administration) [4] sao
0S mais reconhecidos.

Esses guias estabelecem os critérios a serem avaliados para que um método
analitico desenvolvido seja comprovadamente confiavel e aplicavel aos fins a que se
destina. Via de regra, ha uma certa unanimidade entre eles no que diz respeito as
figuras de mérito que devem ser avaliadas, divergindo em alguns casos nos critérios
de aceitacao estabelecidos.

As figuras de mérito avaliadas para os métodos cromatograficos desenvolvidos

encontram-se listadas e descritas na Tabela 4.1.
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Tabela 4.1- Figuras de mérito avaliadas, procedimento adotado e critério de aceitagéo.

Parametro

Procedimento

Critério de aceitacédo

Seletividade

Andlise em sextuplicata da matriz branca (3 -coletas
independentes no mesmo ponto de amostragem, data e
horario) e 2 inje¢Ges de cada amostra.

A presenca de interferentes com tempo de retencdo igual ao do
analito na matriz branca somente é aceita se em concentragao
menor ou igual a 20 % da concentrag&do do analito no limite de
quantificagéo.

Linearidade

Andlise em triplicata da matriz branca adicionada do analito em
6 niveis de concentracdo, partindo do limite de quantificacéo.
Constru¢do da curva analitica utilizando o método dos
minimos quadrados, com avalia¢géo da homocedasticidade dos
dados analiticos.

A linearidade da faixa de trabalho é considerada adequada
guando apresentar coeficiente de determina¢cdo maior ou igual a
0,98 (R? > 0,98); deve ser avaliada a homocedasticidade e
aplicada ponderagédo, quando pertinente, para obtencdo do
modelo matematico mais adequado (baseado na somatoéria dos
residuos relativos).

Limite de
deteccgéo

(LD)

Andlise em triplicata da matriz branca adicionada do analito na
menor concentragao detectavel com precisdo adequada.

A concentracdo do analito na matriz deve gerar uma resposta de,
no minimo, 3 vezes a resposta do ruido observado (relagédo
sinal/ruido > 3).

Limite de
guantificacao

(LQ)

Andlise em triplicata da matriz branca adicionada do analito na
menor concentragao quantificavel com precisédo adequada.

A concentracdo do analito na matriz deve gerar uma resposta de,
no minimo, 10 vezes a resposta do ruido observado (relagédo
sinal/ruido > 10) e com a devida precisao, conforme indicado a
seguir nessa tabela.

Exatidao

Andlise em triplicata da matriz branca adicionada do analito em
3 niveis de concentracéo ao longo da faixa linear de trabalho
(nivel baixo, médio e alto).

Desvios de até 20 % entre a concentragdo calculada e a
concentracdo adicionada em cada nivel sdo aceitos.

Precisao (intra-dia
e inter-dia)

Intra-dia: andlise em triplicata da matriz branca adicionada do
analito em 3 niveis de concentracédo ao longo da faixa linear
de trabalho (nivel baixo, médio e alto) realizada em um mesmo
dia;

Inter-dias: analise em triplicata da matriz branca adicionada do
analito em 3 niveis de concentracédo ao longo da faixa linear
de trabalho (nivel baixo, médio e alto) realizada em dias
diferentes.

O desvio padréao relativo da resposta das réplicas deve ser menor
ou igual a 20 % no nivel do LQ (DPR < 20 %); para os demais
niveis, deve ser menor ou igual a 1 5%. (DPR < 15 %).

Autoria prépria
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2.2.4 Avaliagcdo qualitativa dos efeitos de matriz apresentados por
diversas matrizes aquosas para as escalas capilar e
convencional

A avaliacdo qualitativa dos efeitos produzidos pela matriz na ionizagcéo
dos parabenos e hormoénios consistiu em injetar a matriz (amostras aquosas de
diversas fontes e complexidades) utilizando column switching nas condi¢des de
analise previamente definidas para o acoplamento entre a coluna extratora e a
coluna analitica. Paralelamente, uma solucdo padrdo dos analitos em agua foi
infundida, por intermédio de uma conexdo em T, se misturando ao efluente pos-
coluna analitica, sendo ambos direcionados a fonte de ionizacao. Assim, efeitos
de supressédo ou incremento na ionizacao puderam ser visualmente observados

nos cromatogramas registrados.

2.2.5 Aplicacdo dos métodos em amostra de agua para as escalas
capilar e convencional

Apés a adequacao e validacdo dos métodos cromatograficos column
switching nas escalas capilar e convencional, a aplicabilidade desses métodos
foi avaliada. Uma amostra do cOrrego Santa Maria Madalena, coletada proximo
a nascente em novembro de 2018 (em periodo chuvoso) foi submetida a anélise
pelos métodos propostos e a presenca dos 4 hormdnios e 5 parabenos foi
investigada.

Previamente a injecdo, a amostra aquosa foi filtrada em membrana de 0,2

um.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Otimizacéo das condi¢Oes de ionizagéo e fragmentacdo —escalas
capilar e convencional

A otimizacéo das condicfes de ionizacdo e fragmentacdo dos horménios
e parabenos em ESI negativo foi realizada por infuséo direta dos analitos, via
IntelliStart, ferramenta disponivel no XEVO TQ MS que ajusta os parametros
instrumentais de maneira automatica, buscando as respostas analiticas mais
adequadas para o conjunto dos compostos de interesse.

A Tabela 4.2 mostra a relagéo das condi¢bes experimentas obtidas para
a ionizagdo e fragmentagcdo em ESI negativo para os hormonios e parabenos

estudados.

Tabela 4.2- Condi¢des experimentas em ESI (-) obtidas para a andlise de hormdnios e
parabenos via IntelliStart.

fon Transicoes Voltagem Energia de Dwell
Analito precursor MRM do cone colisdo L
(m/z) (m/z) ) V) (s)

Metil 92,02312 26 20
etilparabeno 150,9515 0,105

(MP) 135,9972 P 26 14

. 92,22102 26 18
Etilparabeno 164,9672 0,105

(EP) 136,8694 ° 26 12

Propilparab 92,0875 2 24 22
ropilparabeno 179.0467 0,105

(PP) 136,6619 ° 24 12

i 92,07782 30 22
Butilparabeno 1930624 0,105

(BP) 136,2656 P 30 18

; 92,0079 26 22
Benzilparabeno 2269828 0,105

(BzP) 136,0339° 26 14

Estriol 145,0843 2 50 38
Sto 287,1406 0,105

(E3) 171,0337 P 50 42

i 145,1408 @ 54 32
Estradiol 271,0818 0,105

(E2) 183,0705 P 54 42

Etinil iol 145,0237 2 52 42
tinilestradio 295.2096 0,105

(EE2) 267,1570 P 52 22

Estrona 145,0240 2 50 38
(EL) 2691300 145 6g67 50 58 0,105

2 Transicdo de quantificacdo; ® Transicéo de confirmacao
Autoria prépria.
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As condi¢des definidas para o electrospray no modo negativo (ESI -)
foram:

Voltagem do capilar: 3,00 kV

Voltagem do cone: 30 V

Temperatura da fonte: 150 °C

Temperatura do gas de dessolvatacdo (N2): 350 °C

Vazéao do gas de dessolvatacao (N2): 900 L/h

3.2 Adequacado do método cromatografico desenvolvido
3.2.1 Escala capilar

A Tabela 4.3 relaciona as condi¢des de analise otimizadas para column
switching entre a coluna Luna Cis e coluna BetaBasicis na escala capilar com

deteccao pelo XEVO TQ MS.

Tabela 4.3 - Condi¢cdes cromatograficas resultantes da otimizacdo do método CS-cLC-ESI-

MS/MS.
Coluna extratora Coluna analitica
Luna Cjs (50 x 0,254 mm; BetaBasicis (100 x 0,32 mm,
10 pm) 5 um)
Fase movel H20/ACN H20/ACN
Vazao da fase movel 150 pL min?t 15 uL mint
inicio — 100 % H20 inicio — 20 % ACN
12,1 min — 100 % H20 4 min — 20 % ACN
. C 13,1 min — 90 % ACN 18 min — 60 % ACN
Gradiente de eluicdo
, 21 min-90 % ACN 18,01 min — 90 % ACN
da fase movel
21,1 min — 100 % H20 22 min — 90 % ACN
25 min — 100 % H20 22,1 min — 20 % ACN
25 min — fim 25 min — fim
Temperatura do forno 40°C 40°C

Inicio: Ve (1_2) e V1o (1_2)
4min: Ve (1_2) e V10 (10_1)
column switching 18min: Ve (6_1) e V1o (1_2)

20min: Ve (1_2) e V1o (1_2)

Eventos de

Autoria prépria
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3.2.2 Escala convencional

As condicfes de analise otimizadas para column switching entre a coluna
Luna Cis e coluna Acclaim Cis na escala convencional com deteccgéo pelo XEVO
TQ MS estéo descritas na Tabela 4.4.

Tabela 4.4- Condi¢des cromatograficas resultantes da otimizagcdo do método CS-UHPLC-ESI-

MS/MS.
Coluna extratora Coluna analitica
Luna Cjs (50 x 0,508 mm:; Acclaim Ci5(100 x 2,1 mm;
10 pm) 2,6 um)
Fase movel H20/ACN H20/ACN
Vazao da fase movel 150 pL min? 200 pL mint
inicio — 100 % H-0 inicio — 35 % ACN
12,1 min — 100 % H20 4 min — 35 % ACN
. - 13,1 min — 90 % ACN 18 min — 50 % ACN
Gradiente de eluicdo
, 21 min—-90 % ACN 18,01 min — 90 % ACN
da fase movel
21,1 min — 100 % H-0 22 min — 90 % ACN
25 min — 100 % H20 22,1 min — 35 % ACN
25 min — fim 25 min — fim
Temperatura do forno 40°C 40°C

Inicio: Ve (1_2) e V1o (1_2)

Eventos de 4min: Vs (1_2) e Vio (10_1)
column switching 18min: Ve (6_1) e V1o (1_2)
20min: Ve (1_2) e V1o (1_2)

Autoria prépria

3.3 Avaliacéo de figuras de mérito

A gualidade de um método desenvolvido é atestada por meio da avaliagdo
critica de uma série de parametros estabelecidos por regulamentac¢des ou guias
fornecidos pelas agéncias de controle. Esses parametros em conjunto compde
o processo de validacdo de um método, responsavel pela comprovacéo de que
0 método é reprodutivel, exato e aplicavel.

Os métodos cromatograficos column switching desenvolvidos foram

validados e a avaliacdo de parametros como linearidade na faixa de trabalho,
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limites de deteccdo e quantificacdo, precisdo e exatiddo evidenciaram a

adequacao dos métodos a finalidade proposta.

3.3.1 Escala capilar

3.3.1.1 Seletividade

Para investigar a seletividade do método, foram analisadas 3 amostras de
agua superficial (cérrego do Gregério, em frente a entrada da USP, coletadas
em novembro de 2018), provenientes de coletas independentes (porém,
realizadas no mesmo ponto de amostragem, dia e horéario). As amostras brancas,
como foram denominadas, foram injetadas em duplicata, perfazendo um total de
6 réplicas.

N&o foi detectado nenhum interferente nos tempos de retencdo dos

analitos estudados, demonstrando a seletividade do método (Figura 4.1).

Figura 4.1- Cromatogramas evidenciando a seletividade do método CS-cLC-ESI-MS/MS.
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Autoria propria.
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3.3.1.2 Linearidade

A faixa de trabalho para avaliacao da linearidade do método CS-cLC-ESI-
MS/MS foi construida em 6 niveis de concentracdo da matriz branca adicionada
dos analitos, preparados em triplicata, partindo do LQ.

A Tabela 4.5 mostra as concentracdes dos pontos utilizados na

construcdo das curvas para cada analito estudado.

Tabela 4.5 - Niveis de concentracé@o da faixa linear de trabalho para CS-cLC-ESI-MS/MS.

Analito LD P1 P2 P3 P4 PS5 P6 _
(ngmLY)  (gmLY (gmLl) (gmLy) (hgmL?l) (hgmL?l) (ngmL?)

MP 0,075 0,2 0,375 1,25 3,75 7,5 25
EP 0,045 0,12 0,225 0,750 2,25 4,5 15
PP 0,0075 0,02 0,0375 0,125 0,375 0,75 2,5
BP 0,003 0,008 0,015 0,05 0,15 0,3 1

BzP 0,003 0,008 0,015 0,05 0,15 0,3 1

E3 0,3 0,8 15 5 15 30 100
E2 0,3 0,8 15 5 15 30 100
EE2 0,4 0,8 1,5 5 15 30 100
El 0,03 0,08 0,15 0,5 1,5 3,0 10

Autoria propria.

Foram avaliados alguns modelos matematicos de calibracdo ponderada e
também o modelo sem ponderacéo. Para a escolha do modelo mais adequado
foram considerados o coeficiente de determinacédo (R?), a soma dos valores
absolutos dos residuos relativos (2.%RE) e a andlise grafica da distribuicdo dos
residuos para cada analito.

A Tabela 4.6 apresenta os valores obtidos para os modelos de

ponderacéo avaliados; estao destacados, em negrito, os modelos selecionados.
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Tabela 4.6 -Modelos de ponderacéo e respectivos parametros avaliados.

Analito Ponderacéo R? Y %RE a b
1 0,999 361,48 -293,03 1552,8
1/x? 0,995 75,84 -77,53 1485,9
MP 1/xt 0,998 88,68 -102,34 1522,7
1/y? 0,994 78,83 -75,42 1473,1
1yt 0,997 86,54 -99,90 1519,1
1 0,999 213,48 -524,97 5072,8
1/x? 0,997 57,70 -288,52 4061,3
EP 1/xt 0,999 63,99 -310,88 5016,6
1/y? 0,997 58,44 -281,84 4935,8
1yt 0,999 62,15 -305,90 5009,9
1 0,999 55,69 8,07 14275.,6
1/x2 0,997 52,94 4,96 14167,4
PP 1/xt 0,999 56,24 -3,56 14293,9
1/y? 0,997 53,79 3,49 14147,9
iyt 0,999 56,69 -4,45 14285,6
1 0,996 374,39 157,40 18997,3
1/x? 0,994 84,53 265,17 18273,8
BP 1/xt 0,997 90,97 256,16 18608,3
1/y? 0,997 83,88 266,74 18155,9
1yt 0,997 99,53 249,50 18588,2
1 0,999 320,49 138,44 35981,2
1/x? 0,994 96,92 -60,33 38064,9
BzP 1/xt 0,998 99,92 -21,12 36609,8
1ly? 0,993 95,75 -65,97 37963,2
iyt 0,998 100,60 -28,48 36582,5
1 0,999 97,67 -72,78 216,2
1/x? 0,999 34,86 -45,58 215,0
E3 1/xt 0,999 34,70 -45,83 215,1
1/y? 0,999 34,78 -45,42 2147
1yt 0,999 34,66 -45,77 214,9
1 0,999 174,19 14,76 299,5
1/x? 0,999 36,92 -67,00 305,5
E2 1/xt 0,999 43,05 -58,56 302,3
1ly? 0,999 36,70 -66.,36 304,8
iyt 0,999 40,55 -59,85 302,3
1 0,999 170,17 360,27 265,8
1/x? 0,998 49,45 287,16 273,2
EE2 1/xt 0,999 61,12 300,72 261,1
1/y? 0,998 51,03 292,26 271,1
1yt 0,999 70,06 306.,78 267,7
1 0,999 134,32 -219,70 3576,3
1/x? 0,999 35,83 -141,25 3507,8
E1l 1/xt 0,999 40,95 -152,59 3549,9
1ly? 0,998 36,79 -141,33 3501,4
1yt 0,999 39,77 -149,77 3547,3

Autoria prépria.

Observando com atencdo os valores da soma dos residuos relativos
(2.%RE) apresentados na tabela acima, percebe-se claramente a necessidade
de ponderacgéo. Para todos os analitos a falta de ajuste € evidente no modelo

sem ponderacao.
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A Tabela 4.7 mostra de forma mais objetiva os modelos matematicos
selecionados e valores obtidos para a intercepcao da reta (a), inclinagdo da reta

(b) e coeficiente de determinacgédo (R?) para cada analito.

Tabela 4.7- Modelos matematicos selecionados para o método CS-cLC-ESI-MS/MS.

Analito a b R? Ponderacgéo
MP -77,53 1485,9 0,995 1/x?
EP -288,52 4061,3 0,997 1/x2
PP 4,96 14167,4 0,997 1/x2
BP 266,74 18155,9 0,997 1/y?
BzP -65,97 37963,2 0,993 1/y?
E3 -45,77 214.9 0,999 1/yt
E2 -66,36 304,8 0,999 1/y?
EE2 287,16 273,2 0,998 1/x?
El -141,25 3507,8 0,999 1/x2

Autoria propria.

3.3.1.3 Limite de deteccéao (LD) e limite de quantificacao (LQ)

Os limites de deteccéo e de quantificacdo do método CS-cLC-ESI-MS/MS
para hormoénios e parabenos sao apresentados na Tabela 4.8.

Tabela 4.8 - Limites de detecgdo do método CS-cLC-ESI-MS/MS para hormonios
e parabenos

Analito LD LQ
(ng mL™) (ng mL™)

MP 0,075 0,2
EP 0,045 0,12
PP 0,0075 0,02
BP 0,003 0,008
BzP 0,003 0,008
E3 0,3 0,8
E2 0,3 0,8
EE2 0,4 0,8
E1l 0,03 0,08

Autoria prépria.
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3.3.1.4 Exatidao

A Tabela 4.9 apresenta os valores de exatiddo obtidos para os pontos
baixo, médio e alto no método CS-cLC-ESI-MS/MS.

Tabela 4.9- Valores de exatidéo obtidos para as concentracdes referentes aos pontos
baixo, médio e alto do método CS-cLC-ESI-MS/MS.

Concentragao Exatidao

Analito Pbaixo Pmedio Paito Pbaixo Pmedio Paito

(hg mL?) (ng mL™*) (ng mLY) (%) (%) (%)
MP 0,25 25 12,5 108,63 98,71 94,69
EP 0,15 1,5 7,5 103,45 100.45 101,81
PP 0,025 0,25 1,25 107,30 99,27 103,93
BP 0,01 0,1 0,5 108,28 90,40 108,93
BzP 0,01 0,1 0,5 93,59 89,98 91,60
E3 1 10 50 106,73 100,23 108,55
E2 1 10 50 109,57 110,83 104,69
EE2 1 10 50 96,34 103,71 102,90
El 0,1 1 5 100,61 104,82 110,28

Autoria prépria

Como pode ser observado na tabela acima, os valores de exatidao
mostraram-se adequados, ndo apresentando em nenhum caso, desvios
superiores a 20 % (diferenca entre a concentracdo de analito calculada e a

concentragéo de analito adicionada).

3.3.1.5 Precisao intra-dia e inter-dias

Os desvios padrao relativos (DPR) obtidos para os pontos baixo, médio e
alto para os horménios e parabenos sdo mostrados na Tabela 4.10 (precisédo
intra-dia) e na Tabela 4.11 (preciséo inter-dias). As concentracbes dos pontos
baixo, médio e alto sdo as mesmas concentracdes utilizadas para o calculo da

exatidao (e podem ser vistas na Tabela 4.9, item 3.3.1.4).
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Tabela 4.10- Resultados obtidos para a precisao intra -dia para o0 método CS-cLC-ESI-MS/MS

Precisao intra-dia Precisao intra-dia
Dia 1 (n=3) Dia 2 (n=3)
Analito
Pbaixo Pmédio Palto Pbaixo Pmédio Palto
(DPR %) (DPR %)  (DPR %) (DPR %) (DPR %) (DPR %)

MP 2,20 11,77 5,37 3,01 7,75 2,26
EP 5,55 4,01 2,24 3,45 3,55 4,43
PP 6,06 8,41 6,65 5,26 2,50 8,43
BP 13,86 8,15 3,06 6,56 4,99 2,75
BzP 3,94 1,66 4,64 3,49 5,43 3,07
E3 3,21 2,33 4,62 5,93 2,02 0,64
E2 4,53 0,96 5,75 3,96 1,98 6,49
EE2 3,51 3,50 4,82 5,34 1,45 6,73
E1l 2,85 8,20 4,37 2,32 7,42 4,28

Autoria prépria

Tabela 4.11- Resultados obtidos para a precisao inter-dias para o método CS-
cLC-ESI-MS/MS

Precisado inter-dias

(n=6)
Analito
Pbaixo I:)médio F)alto
(DPR %) (DPR %) (DPR %)

MP 2,66 9,02 5,97
EP 4,23 3,49 3,62
PP 6,70 6,55 7,01
BP 9,78 6,27 2,97
BzP 3,94 531 4,42
E3 4,87 2,25 4,35
E2 3,88 2,20 6,05
EE2 8,15 2,55 5,37
El 2,60 7,48 3,89

Autoria prépria
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Tanto os valores de preciséo intra-dia quando os valores de preciséo inter-
dias do método CS-cLC-ESI-MS/MS mostraram-se adequados, ndo tendo sido

observado nenhum valor de DPR acima de 15 %.

3.3.2 Escala convencional

3.3.2.1 Seletividade

Trés amostras de agua superficial (corrego do Gregorio, em frente a
entrada da USP, coletadas em novembro de 2018), provenientes de coletas
independentes (mas realizadas no mesmo ponto de amostragem, dia e horario)
foram analisadas a fim de avaliar a seletividade do método. As amostras brancas
foram injetadas em duplicata, perfazendo um total de 6 réplicas.

Nenhum interferente foi detectado nos tempos de retencdo dos analitos

estudados, fato que demonstra a seletividade do método (Figura 4.2).

Figura 4. 2 - Cromatogramas evidenciando a seletividade do método CS-UHPLC-ESI-MS/MS.
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Autoria propria
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3.3.2.2 Linearidade

A linearidade do método CS-UHPLC-ESI-MS/MS foi avaliada em uma
faixa de trabalho em 6 niveis de concentracdo da matriz branca adicionada dos
analitos, preparados em triplicata, partindo do LQ.

A Tabela 4.12 mostra as concentracdes dos pontos utilizados na

construcdo das curvas para cada analito estudado.

Tabela 4. 12 -Niveis de concentrac¢éo da faixa de trabalho do método CS-UHPLC-ESI-MS/MS.

Analito LD P1 P2 P3 P4 P5 P6 -
(ngmLY  (gmLY) (gmL1) (hgmLl) (ngmL?l) (hgmLl) (ng mL?)
MP 0,01 0,025 0,2 0,375 1,25 3,75 25
EP 0,006 0,015 0,12 0,225 0,75 2,25 15
PP 0,001 0,0025 0,02 0,0375 0,125 0,375 2,5
BP 0,0004 0,001 0,008 0,015 0,05 0,15 1,0
BzP 0,0004 0,001 0,008 0,015 0,05 0,15 1,0
E3 0,04 0,1 0,8 15 5 15 100
E2 0,04 0,1 0,8 15 5 15 100
EE2 0,04 0,1 0,8 15 5 15 100
El 0,004 0,01 0,08 0,15 0,5 15 10

Autoria prépria.

Para a escala convencional, alguns modelos matematicos de calibracéo
ponderada e sem ponderacao foram avaliados, assim como havia sido feito em
escala capilar. Da mesma forma, para a escolha do modelo mais adequado
foram considerados o coeficiente de determinacdo (R?), a soma dos valores
absolutos dos residuos relativos (2>%RE) e a analise grafica da distribuicao dos

residuos para cada analito.
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Tabela 4.13 - Modelos de ponderacdo e respectivos parametros avaliados para CS-
UHPLC-ESI-MS/MS.

Analito Ponderacéo R? Y %RE a b
1 0,999 357,34 -601,82 50681,7
1/x2 0,998 56,80 754,78 48997,9
MP 1/xt 0,999 85,82 566,83 50452,5
1ly? 0,998 57,52 733,68 48957,7
1yt 0,999 99,01 501,74 50425,6
1 0,999 341,01 757,52 39612,7
1/x2 0,999 33,16 179,31 40358,7
EP 1/xt 0,999 47,73 221,44 39787,9
1/y? 0,999 33,23 179,72 40316,2
1yt 0,999 50,91 228,17 39777,8
1 0,999 760,54 369,25 92100,6
1/x2 0,998 52,94 882,92 87232,0
PP 1/xt 0,999 112,55 834,24 91188,8
1/y? 0,998 65,22 868,22 87647,9
iyt 0,999 199,05 758,66 91268,7
1 0,999 1086,31 627,28 68480,0
1/x2 0,994 107,04 425,36 72705,1
BP 1/xt 0,998 150,25 440,7 69397,4
1/y? 0,996 143,02 439,24 70617,8
1yt 0,999 219,68 461,89 69200,4
1 0,998 509,65 -58,41 114939,2
1/x2 0,996 84,36 75,57 116177,1
BzP 1/xt 0,998 89,27 84,56 114236,6
1/y? 0,996 85,60 77,62 115174,5
iyt 0,998 93,57 86,59 114051,7
1 0,999 281,00 211,51 1869,5
1/x2 0,999 40,70 53,86 1921,8
E3 1/xt 0,999 66,21 76,32 1876,1
1/y? 0,999 40,78 57,07 1918,9
1yt 0,999 70,70 79,74 1875,5
1 0,999 314,02 333,21 3159,1
1/x? 0,996 80,98 20,34 3298,6
E2 1/xt 0,999 114,34 82,95 3171,4
1ly? 0,997 79,35 20,34 3281,7
iyt 0,999 113,78 81,78 3169,9
1 0,999 980,53 602,64 1929,7
1/x2 0,997 62,24 52,17 2052,8
EE2 1/xt 0,999 127,71 100,68 1954,3
1/y? 0,997 62,80 52,67 2044,9
1yt 0,999 136,46 107,23 19524
1 0,999 923,49 573,31 18947,3
1/x2 0,997 69,09 97,67 19453,9
E1l 1/xt 0,999 74,80 111,46 19173,7
1ly? 0,997 69,16 96,38 19407,2
1yt 0,999 80,28 114,65 19153,9

Autoria prépria.

A Tabela 4.13 apresenta os valores obtidos para os modelos de
ponderacédo avaliados; estdo destacados, em negrito, os modelos selecionados.
Observando os valores da soma dos residuos relativos (2%RE) apresentados
na tabela acima, percebe-se claramente a necessidade de ponderacédo. Para

todos os analitos a falta de ajuste € evidente no modelo sem ponderacéo.
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A Tabela 4.14 mostra de forma mais objetiva os modelos matematicos
selecionados e valores obtidos para a intercepcao da reta (a), inclinagdo da reta

(b) e coeficiente de determinacédo (R?) para cada analito.

Tabela 4.14- Modelos matematicos selecionados para o método CS-UHPLC-ESI-MS/MS.

Analito a b R? Ponderacgéo
MP 754,78 48997,9 0,998 1/x?
EP 179,31 40358,7 0,999 1/x2
PP 882,92 87232,0 0,998 1/x2
BP 425,36 72705,1 0,994 1/x2
BzP 75,57 116177,1 0,996 1/x2
E3 53,86 1921,8 0,999 1/x2
E2 20,34 3281,7 0,997 1/y?
EE2 52,17 2052,8 0,997 1/x?
El 97,67 19453,9 0,997 1/x2

Autoria propria.

3.3.2.3 Limite de deteccéao (LD) e limite de quantificacdo (LQ)

Os limites de deteccdo e de quantificagdo do método CS-UHPLC-ESI-
MS/MS para hormonios e parabenos sdo apresentados na Tabela 4.15.

Tabela 4.15- Limites de deteccdo do método CS-UHPLC-ESI-MS/MS para
hormdnios e parabenos.

Analito b LQ
(ng mL™) (ng mL™)

MP 0,01 0,025
EP 0,006 0,015
PP 0,001 0,0025
BP 0,0004 0,001
BzP 0,0004 0,001
E3 0,04 0,1
E2 0,04 0,1
EE2 0,04 0,1
E1l 0,004 0,01

Autoria prépria
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3.3.2.4 Exatidao

A Tabela 4.16 apresenta os valores de exatiddo obtidos para os pontos
baixo, médio e alto no método CS-UHPLC-ESI-MS/MS.

Tabela 4.16— Valores de exatiddo obtidos para as concentracdes referentes aos
pontos baixo, médio e alto do método CS-UHPLC-ESI-MS/MS.

Concentracéao Exatiddo

Analito Pbaixo Pmédio Paito Pbaixo Pmeédio Paito

(ngmL*) (ngmL?) (ng mL?) (%) (%) (%)

MP 0,075 0,75 12,5 103,65 98,62 99,59
EP 0,045 0,45 7,5 104,66 100,59 98,90
PP 0,0075 0,075 1,25 96,56 101,38 108,63
BP 0,003 0,03 0,5 96,88 93,88 90,22
BzP 0,003 0,03 0,5 112,31 90,81 89,07
E3 0,3 3 50 104,50 99,19 94,26
E2 0,3 3 50 96,83 108,90 98,41
EE2 0,3 3 50 103,90 105,99 98,01
El 0,03 0,3 5 95,40 100,75 101,18

Autoria prépria

Como anteriormente para escala capilar, para a escala convencional os
valores de exatiddo mostraram-se adequados, ndo apresentando em nenhum
caso, desvios superiores a 20 % (diferenca entre a concentracdo de analito

calculada e a concentragéo de analito adicionada).

3.3.2.5 Precisao intra-dia e inter-dias

Os desvios padrao relativos (DPR) obtidos para os pontos baixo, médio e
alto para os horménios e parabenos sdo mostrados na Tabela 4.17 (precisédo
intra-dia) e na Tabela 4.18 (precisao intrer-dias). As concentracdes dos pontos
baixo, médio e alto sdo as mesmas concentracdes utilizadas para o calculo da

exatidao (e podem ser vistas na Tabela 4.16, item 3.3.2.4).
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Tabela 4.17— Resultados obtidos para a precisao intra-dia para o método CS-UHPLC-ESI-

MS/MS.
Precisao intra-dia Precisao intra-dia
Dia 1 (n=3) Dia 2 (n=3)
Analito
Pbaixo Pmédio Palto Pbaixo Pmédio Palto
(DPR %) (DPR %)  (DPR %) (DPR %) (DPR %) (DPR %)
MP 4,63 2,19 2,02 1,86 1,98 1,29
EP 1,98 6,73 5,62 5,13 1,27 3,45
PP 6,05 3,83 3,61 4,67 1,29 4,75
BP 4,97 5,36 1,68 8,16 2,63 1,83
BzP 2,67 3,73 1,84 3,45 1,68 4,90
E3 1,32 4,90 1,70 2,14 5,60 0,20
E2 3,04 5,53 3,69 6,01 5,75 2,40
EE2 1,14 0,81 1,93 0,94 0,98 0,38
E1l 3,85 3,15 4,58 2,51 2,97 0,42

Autoria prépria

Tabela 4.18 — Resultados obtidos para a preciséo inter-dias para o0 método CS-
UHPLC-ESI-MS/MS.

Precisado inter-dias

(n=6)
Analito
Pbaixo Pmédio Palto
(DPR %) (DPR %) (DPR %)

MP 3,88 4,45 3,38
EP 3,76 4,52 4,18
PP 5,02 2,66 3,80
BP 6,58 3,80 2,40
BzP 4,90 4,28 5,98
E3 5,27 5,17 0,75
E2 5,84 5,66 3,49
EE2 1,79 2,45 1,45
El 2,92 3,13 3,09

Autoria propria
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A exemplo do que foi observado na escala capilar, tanto os valores de
precisao intra-dia quando os valores de precisao inter-dias do método CS-
UHPLC-ESI-MS/MS mostraram-se adequados, nao tendo sido observado

nenhum valor de DPR acima de 15 %.

3.4 Avaliagcdo qualitativa dos efeitos de matriz apresentados por
diversas matrizes aquosas

A avaliacdo qualitativa dos efeitos produzidos pela matriz na ionizagao
dos parabenos e hormodnios, tanto em escala capilar quanto em escala
convencional, consistiu em injetar a matriz (amostras aquosas de diversas fontes
e complexidades) utilizando column switching nas condicbes de analise
previamente definidas para o acoplamento entre a coluna extratora e a coluna
analitica. Paralelamente, uma solu¢éo padrdo dos analitos em agua foi infundida,
por intermédio de uma conexdo em T, se misturando ao efluente pos-coluna
analitica, sendo ambos direcionados a fonte de ionizacdo. Assim, efeitos de
supressao ou incremento na ionizacdo puderam ser visualmente observados nos

cromatogramas registrados.

3.4.1 Escala capilar

A investigacao qualitativa dos efeitos de matriz foi realizada para cada um
dos 9 analitos. Os cromatogramas das diferentes amostras de agua foram
comparados entre si e com um cromatograma da solucdo padrdo em agua
ultrapura.

Os efeitos de supressao ou incremento do sinal analitico causados por
essas matrizes em CS-cLC-ESI-MS/MS foram, no geral, menores que 0s
observados em CS-cLC-ESI-QToF.

A Figura 4.3 apresenta um exemplo do que foi realizado para cada um

dos analitos.
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Figura 4.3— Cromatogramas representativos da avaliacéo do efeito de matriz experimentado pelo
metilparabeno (esquerda) e estrona (direita) em cada uma das amostras analisadas
pelo método CS-cLC-ESI-MS/MS.

Autoria propria.

3.4.2 Escala convencional

A exemplo do que foi realizado para a escala capilar, os efeitos de matriz
para cada um dos analitos de interesse foram avaliados também para o método
em CS-UHPLC-ESI-MS/MS. Um exemplo pode ser visualizado na Figura 4.4.

Figura 4.4 — Cromatogramas representativos da avaliacdo do efeito de matriz experimentado
pelo metilparabeno (esquerda) e estrona (direita) em cada uma das amostras
analisadas pelo método CS-UHPLC-ESI-MS/MS.

it : o |
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Autoria prépria.
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3.5 Aplicacdo dos métodos em amostras ambientais

Apés a adequacédo e validacdo dos métodos cromatograficos column
switching nas escalas capilar e convencional, a aplicabilidade desses métodos
foi avaliada.

Diversas amostras ambientais aquosas coletadas na cidade de Sao
Carlos foram submetidas a analise pelos métodos propostos e a presenca dos 4

horménios e 5 parabenos foi investigada em cada uma delas.

3.5.1 Escala capilar

A Tabela 4.19 relaciona as diversas amostras ambientais analisadas em
CS-cLC-ESI-MS/MS, bem como os niveis dos 4 hormbnios e 5 parabenos

encontrados nessas amostras.

Tabela 4.19 - Amostras ambientais aquosas analisadas em CS-cLC-ESI-MS/MS.

PN, MP EP PP BP BzP E1l E2 E3 EE2
(ngmL?)  (hgmL?)  (ng mL?) (hgmL?)  (ngmL?Y)  (hgmL?)  (hgml?) (hgmlt)  (ng mL)
a <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
b <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
C <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
d <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
e <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
f <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
g <LD <LD <LD <LD 0,0346 <LD <LD <LD <LD
h <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
i <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
j <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD

* Conforme descritas no item 2.1.6.
Autoria prépria

Um cromatograma representativo da analise de uma das amostras (agua

do Rio Monjolinho, préximo ao Shopping Iguatemi) € apresentado na Figura 4.5.
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Figura 4.5 - Cromatogramas tipicos da analise de horménios e parabenos em CS-cLC-
ESI-MS/MS para o padréo em agua ultrapura (a esquerda) e para a amostra
de agua do Rio Monjolinho, préximo ao Shopping Iguatemi (a direita).

T Prpr—rr—T T T T T T T
251 5.00 750 1 1msl 15 o 2E 250 a0 780 won 125 sh 0 arsd 2000 280

Autoria propria.

3.5.2 Escala convencional

A Tabela 4.20 relaciona as diversas amostras ambientais analisadas em
CS-UHPLC-ESI-MS/MS, bem como os niveis dos 4 horménios e 5 parabenos

encontrados nessas amostras.

Tabela 4. 20 - Amostras ambientais aquosas analisadas em CS-UHPLC-ESI-MS/MS

" MP EP PP BP BzP E1l E2 E3 EE2
Amostra
(ng mL™) (ngmL?)  (ngmL?) (ng mL?) (ngmL?)  (hgmL?)  (ngmL?) (ngmL?) (ng mL+)

a 0,2194 0,0090 0,0212 0,0036 0,0121 <LD <LD <LD <LD
b <LQ <LD 0,0318 0,0039 0,0033 <LD <LD <LD <LD
C 0,0326 <LD <LD <LD 0,0034 <LD <LD <LD <LD
d 0,0970 <LD <LD <LD <LQ <LD <LD <LD <LD
e <LQ <LD <LD <LQ 0,0074 <LD <LD <LD <LD
f 0,8788 0,0227 0,1328 0,0133 0,0038 <LD <LD <LD <LD
g 0,4724 <LQ 0,0423 0,0601 0,0043 <LQ <LD <LD <LD
h <LD <LD <LD <LD 0,0017 <LD <LD <LD <LD
i 0,1640 <LD <LD <LD <LQ <LD <LD <LD <LD
j <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD

* Conforme descritas no item 2.1.6.
Autoria prépria
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Uma amostra representativa (agua do Rio Monjolinho, préximo ao

Shopping Iguatemi) é apresentado na Figura 4.6.

Figura 4.6 -Cromatogramas tipicos da analise de horménios e parabenos em CS-UHPLC-
ESI-MS/MS para o padrdo em agua ultrapura (a esquerda) e para a amostra de
agua do Rio Monjolinho, proximo ao Shopping Iguatemi (a direita).
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Autoria prépria
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4 CONCLUSAO

Nessa etapa do estudo, alguns pontos que podem ser destacados:

v A hifenagcdo do cromatégrafo ao XEVO TQ MS foi feita com

SUCesSSO;

v Os métodos cromatograficos baseados em column switching em

escala capilar e convencional foram adequados a nova configuracao e validados;

v As figuras de mérito avaliadas comprovaram a especificidade,

linearidade, exatiddo e precisdo dos métodos, em ambas as escalas;

v O método CS-UHPLC-ESI-MS/MS mostrou detectabilidade
aproximadamente 10 vezes maior quando comparado ao método CS-cLC-ESI-
MS/MS para hormoénios e parabenos;

v Os efeitos de matriz foram investigados para todos os compostos,
em uma variedade de amostras aquosas de fontes diversas, tendo sido menores

gue os apresentados com hifenagéo ao QToF.

v A analise de diversas amostras ambientais aquosas demonstrou
a aplicabilidade do método, tendo sido possivel a quantificacdo de diversos

parabenos e estrona.
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