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RESUMO

Dentre as diversas etapas de uma analise quimica quantitativa, o preparo de
amostra € a etapa responsavel por extrair o analito de interesse da matriz e concentra-
lo, preferencialmente, em um meio que seja pertinente para analise. A extracao
liquido-liquido (LLE) e a extracéo em fase solida (SPE) séo técnicas convencionais de
preparo de amostras. O desenvolvimento de versbes miniaturizadas da SPE
despertou interesse para que 0 mesmo ocorresse com as técnicas de extracao liquido-
liquido. Dentre as microtécnicas de extracdo em fase liquida, destacam-se, mais
recentemente, a microextracdo em gota Unica (SDME) e a microextracdo em fase
liguida com membrana oca (HF-LPME). Essas técnicas apresentam como principais
vantagens o baixo consumo de solvente organico, excelente fator de concentracéo da
amostra, sao de simples e rapida operacéo, ndo apresentam efeito de memoria e séo
passiveis de serem automatizadas, tudo isso com um custo relativamente baixo.
Sendo assim, no presente trabalho s&o apresentadas estratégias para a
automatizacdo de métodos de preparo de amostra e andlises cromatogréaficas
baseadas em SDME e HF-LPME utilizando ferramentas de roboética de cédigo aberto.
Como prova de conceito, essas estratégias foram empregadas no desenvolvimento
de métodos analiticos para a analise de antimicrobianos em esgoto, anfetaminas em
urina e drogas de abuso em “blotter papers”, todas as anteriores consideradas
matrizes de alta complexidade. Para a analise de antimicrobianos em esgoto foi
desenvolvido um método de preparo de amostra baseado em SDME o qual emprega
gotas de grande porte (90 uL) e ciclos de extracao, assemelhando-se a uma extracao
liquido-liquido “multibatch” em escala miniaturizada. No caso da andlise de
anfetaminas em urina, foi desenvolvido um método de preparo de amostra baseado
em HF-LPME hifenado com a analise cromatografica, onde foi possivel injetar o
extrato obtido por HF-LPME diretamente no sistema cromatografico com ajuda de uma
valvula solendide de trés vias. Finalmente, um método também automatizado que
permitiu a andlise de drogas de abuso em selos ou “blotter papers” foi desenvolvido.
O método conseguiu extrair as drogas do interior das fibras de celulose com ajuda de
um motor de vibracdo e injeta-las no sistema de cromatografia liquida acoplado a

espectrometria de massas do tipo “quadrupolo/tempo de voo (QqTOF)”.



ABSTRACT

Among several steps required for quantitative chemical analysis, the sample
preparation is the one responsible for extraction and concentration of the target analyte
from the matrix, ideally, in an adequate medium for analysis. The mostimportant sample
preparation techniques are liquid-liquid extraction (LLE) and solid phase extraction
(SPE). Thus, the advance of miniaturized versions of SPE led to increased interest in
developing miniaturized forms of liquid-liquid extraction. Currently, single drop
microextraction (SDME) and hollow fiber liquid-phase microextraction (HF-LPME) stand
out among the microtechniques used for liquid phase extraction. Their main
advantages are low consumption of organic solvent, excellent sample concentration
factor, simple and fast operation, no carryover effect, and possibility for automation; all
at a relatively low cost. Therefore, we present herein strategies for the automation of
sample preparation techniques and chromatographic analysis based on SDME and
HF-LPME using open source robotics tools. As a proof of concept, these strategies
were employed in the development of analytical methods for the analysis of
antimicrobials in sewage, amphetamines in urine, and drugs of abuse in blotter papers,
highlighting that all of them are highly complex matrices. For the analysis of
antimicrobials in sewage, we developed a SDME-based sample preparation method,
which employs drops with large surface area (90 pL) and extraction cycles resembling
a multi batch liquid-liquid extraction. In the analysis of amphetamines in urine, we
developed a sample preparation method based on HF-LPME integrated with
chromatographic analysis that permitted direct injections of the extract obtained from
the HF-LPME into the chromatographic system through a three way solenoid valve.
Finally, we created an automated method that allowed testing for drug of abuse directly
from stamps or blotter papers. This method was able to (i) extract the drugs from the
cellulose fibers with the assistance of a vibration motor and (ii) inject them into a liquid
chromatograph coupled with a quadrupole/time of flight mass spectrometer (TOF).



LISTA DE FIGURAS

Figura 1.1 - Distribuicdo do tempo que 0s quimicos analiticos gastam na analise da

210 010111 = TP 20
Figura 1.2 - Causas de erro em analises qUimICas..........ccuueeveiiriiiiiiieeeneeiiieeee e 21
Figura 1.3 — Classificac&o das principais microtécnicas de extracao......................... 23
Figura 1.4 - Primeira configurag&o da extracdo por SDME...............ccoiiiiiiiiiiiinennnen. 23

Figura 1.5 - Representacdo esquematica do preparo de amostra mediante SDME..24

Figura 1.6 - Representacdo esquematica da configuracdo para HF-LPME proposta

por Pedersen-Bjergaard € RaSMUSSEN.........uuiiiiiii i a e 26

Figura 1.7 — Representacdo esquematica dos modos de extracdo em HF-LPME. (a)

modo ternario. (b) MOdO DINANIO.............ouviiiiiice e 27

Figura 1.8 — Representacéo de duas placas comerciais de Arduino. Arduino UNO (A),
AFdUINO MEGA (B). i e e e e e e e 33

Figura 1.9 - llustracéo geral do robé cartesiano empregado para a automatizacéao da

SDME € da HF-LPME........coiiiiie ettt s e e e e e e e e e e e e e e enaee s 34
Figura 1.10 - Estrutura geral das sulfonamidas...............cccccevriiiiiiiiiiicciiceeee e 35
Figura 1.11 - Estrutura geral das flouoroquinolonas................ccccciiieiiniiiiiiiiniiinee, 36
Figura 1.12 - Estruturas do MDMA, MDA € MDEA..........ooomriiiciceeee e 37

Figura 1.13 - Estrutura molecular da (A) dietilamida do &cido lisérgico e do (B) acido

TESY=T o o o PSSR 38
Figura 1.14 — Representagéo dos selos ou blotter papers..........ccoovvviiiiiiiiiiiinneen. 39
Figura 1.15 - Estrutura molecular dos (A) NBOMe e dos (B) NBOH. .............cc........ 39
Figura 2.1 — Desenho em perspectiva cavaleira do dispositivo de extracdo para
SDIME . ... et ——aeaaa e e e e e e e e e e e e aa i ————————araaaaaaaaans 48

Figura 2.2 — Dispositivos de extracao para a formacéo de gotas de grande porte....56



Figura 2.3 - Efeito do solvente de extracdo sobre a eficiéncia da extracdo. (A)

diclorometano; (B) cloroférmio; (C) acetato de etila............ccvvvviviiieiiiieeeeeeeeee s 58

Figura 2.4 - Efeito da velocidade da agitacdo da amostra na amostra na eficiéncia da
SDME para a determinacao da SDZ, STZ, SMZ, NOR e ENR.........ccoooeiiiiiiiiiiiiinnnnns 59

Figura 2.5 - Efeito do volume da gota na eficiéncia da extracdo da SDME para a
determinacdo da SDZ,STZ, SMZ, NOR @ ENR.......oooiiiiiiiiiiiiiiii e 61

Figura 2.6 — Sistema automatizado desenvolvido para o preparo de amostra por

Figura 2.7 — Comparacao entre os modos dindmico e estatico de extracdo (SDME)

para a determinacao das sulfonamidas e fluoroquinolonas estudadas...................... 64

Figura 2.8 — Diagramas de Pareto do planejamento experimental 22 para avaliar o
efeito do volume total de extracdo da SDME. (A) SDZ; (B) STZ; (C) SMR; (D) NOR;
(E) ENR ..ottt e e e e e e e e e e e e e e e e et e e e e e b artaeeeeannnnn s 66

Figura 2.9 - Superficies de reposta para experimentos de otimizacdo do tempo de
exposicdo da gota e o numero de ciclos da SDME. (A) SDZ; B (STZ); C (SMR); D
(NOR); E(ENR); F (funcao desejabilidade).............cccooiiiiiiiiiiiiiiee e 68

Figura 2.10 — Cromatograma representativo obtido por HPLC-UV para a extragdo dos
antimicrobianos alvo (100 pg mL?) em esgoto simulado por DI-SDME no modo

(o [T o= 10 ] (o]0 FEUUTUTT TP RPN 69

Figura 2.11 — Cromatogramas representativos apos a extracdo por SDME de uma

amostra branco seguida da fortificacdo com os antimicrobianos estudados............... 70
Figura 2.12 — Curvas analiticas para as SAs e FQs estudadas.............ccccvveeeeeernnnnee. 71

Figura 2.13 — Localizacdo dos pontos de coleta de agua (1, 2 e 3) para a determinacéo
de SAs e FQs na cidade de S80 CarloS-SP. .......ccccooiiiiiiiiiiiie e 75

Figura 3.1 — Fotografia do acoplamento da microsseringa com a valvula solenoide de

BB S VIS . .ot e e e e 84

Figura 3.2 - Foto dos médulos de relé usados para o controle da valvula e o inicio da

corrida CromMatOgrafiCa. ........ooviiiiiiiiiiii e 84



Figura 3.3 — Montagem experimental da fibra e o frasco de amostra para a extracao
por HF-LPME autOmMatiZada. .........ccoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 87

Figura 3.4 — Robd cartesiano configurado para o preparo de amostra por HF-LPME.

Figura 3.5 - Esquema ilustrativo do procedimento de extracdo por HF-LPME
= LU 100 ] 4 =114 Lo F- VR PPTRUPPIN 88

Figura 3.6 — Esquema representativo da configuracéo eletrénica para o acoplamento
entre o robd cartesiano e o HPLC. (a) Valvula Solendide; (b-c) Relés; (d, g-j) Pontes
H L298N; (e) Motor DC; (k-n) Motores de passo0. (13) ......uevuvummrmmmmmmmmmiiiiiiiiiiiiiiiinnnens 91

Figura 3.7 — Efeito do solvente extrator sobre a eficiéncia de extracao por HF-LPME

de anfetaminas €m amOStraS & UINA. .....ouneenee e 93

Figura 3.8 — Efeito da velocidade de agitacdo da amostra por HF-LPME de

anfetaminas €M amMOSIIAS U UINA. . .. c. cueeee et 94

Figura 3.9 - Efeito da adicdo de NaCl sobre a eficiéncia de extracdo de anfetaminas
em urN@ POr HFE-LPME..........oo i 95

Figura 3.10 — Superficies de resposta para experimentos de otimizacdo do tempo de
extragdo e o volume de extragdo. Analitos: (A) MDA, (B) MDEA, (C) MDMA; (D) fungéo
desejabilidade. ... 97

Figura 3.11 - Cromatograma representativo obtido apds a extracdo da amostra de

urina utilizada como branco fortificada na concentracdo 100 ng mL-1...................... 98

Figura 3.12 — Graficos de residuos para a extra¢do de anfetaminas em urina por HF-
LPME automatizada. Esquerda: modelos sem ponderacdo; direita: modelos
[0T0T 0 [T = To [0 1S PPPS 101

Figura 3.13 — Curvas analiticas para a extracdo de anfetaminas em urina por HF-
[ Y = 10 (o) P (2= T - VR SPRR 102

Figura 3.14 -Cromatogramas obtidos para a extracdo de anfetaminas por HF-LPME

para as duas amostras reaiS de UMNA. .........ovievviriiiiieieiiieceee e 105



Figura 4.1 — Esquema ilustrativo para a extracdo automatizada de drogas de abuso
em “blotter papers”. (A) Configuragdo empregada para a extragado dos analitos; (B)

Configuracdo empregada para injecdo dos analitos no sistema cromatogréfico.....113

Figura 4.2 — Fotografia de uma das amostras usadas neste estudo no tamanho real

(esquerda) e os cortes realizados para a sua analise (direita). ..............ccceeeeeeeeenn. 116

Figura 4.3 — Fotografias do acoplamento do motor de agitacao na placa de 96 pocos.

Figura 4.4 — Efeito do solvente de extracdo sobre a eficiéncia de extracao de drogas

de abuso em “Dlotter PapErs”. ... 119

Figura 4.5 — Comparacao da eficiéncia de extragdo com o sistema de vibragao ligado
L0 (=151 o = T Lo S 120

Figura 4.6 — Superficies de resposta para a otimizacdo do tempo e o volume de
extracdo de (A) 25C-NBOH; (B) 25C-NBOMe; (C) 25B-NBOH; (D) 25B-NBOMe; (E)
251-NBOH; (F) 25I-NBOMe; (G) LSD; (H); Furanilfentanilo; (I) Funcao desejabilidade.

Figura 4.7 — Graficos de residuos para a extracao de drogas de abuso em “blotter
papers”. A direita os graficos de residuos para os modelos ponderados e & esquerda

os graficos de residuos para os modelos sem ponderacgao. ...........cccccceeeeeeeiinnnnee. 127

Figura 4.8 — Curvas a analiticas para a extragdo de drogas de abuso em “blotter

0= 0= PP 131

Figura 4.9 -Cromatograma caracteristico do ponto de 100 pug L* das curvas de
calibracdo. (1) 25B-NBOH (2) furanilfentanilo; (3) 25C-NBOH; (4) 25C-NBOMe; (5)
25C-NBOMe; (6) 251-NBOH; (7) LSD; (8) 25I-NBOME. ....coooeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 132

Figura 4.10 - Fotografia dos “blotter papers” analisados. (A) Avatar; (B) Beatles; (C)

Figura 4.11 - Cromatograma obtido para a amostra com o desenho do Avatar. ....133



LISTA DE TABELAS

Tabela 2.1 — Composi¢cdo do meio (esgoto simulado) empregado nos testes de

optimizacdo do método de extracao por SDME.............uviiiiiiiiii i a7

Tabela 2.2 — Planejamento experimental para estudar a interagcédo entre os modos de
extracao e o volume de solvente total carregado na seringa..........cooeeeeveveeveeveevniennnnnns 51

Tabela 2.3 — Planejamento experimental para a optimizacdo do numero de ciclos e o

tempo de eXPOSIGAO A GOTA.........uuuiiiiiiiiiiiiiie e e e e e e e e e e e e e e 52

Tabela 2.4 - Transicbes monitoradas no modo SRM e condi¢cdes utilizadas no

espectrémetro de massas durante a avaliagdo das figuras de merito.............cccceeeennn. 54

Tabela 2.5 — Resultados dos estudos de precisao intra e interdias para os trés niveis

de concentracao avaliadOos.............cvevviviiiiiiiiiie e e e e ————- 72

Tabela 2.6 - Resultados dos estudos de exatidao intra e interdias para os trés niveis

de concentracao avaliadOos.............ooivviiiiiiiiiie e e 73

Tabela 2.7 — Resultados dos estudos de fator de enriquecimento e recuperacao da
L2 L= Vo= T T USRI 74
Tabela 2.8 — Valores de recuperacao para as SAs e FQs alvo em amostras de aguas

RS0 01T 0] = T3S 76

Tabela 3.1 — Planejamento experimental para a otimiza¢do do volume do solvente

extrator € 0 teMPO A€ EXITAGAD. .......uuuuuuiiiiiie e e e ee e e e e eee ettt e e e e e e e e e e e e e e e eeeaeeaeaeaaaee 86

Tabela 3.2 — Valores do coeficiente angular (a), coeficiente linear (b), coeficiente de
determinacdo (R2) e a somatdria dos residuos (> %RE) para o modelo sem
ponderacdo (1) e os modelos ponderados (X%° X31, X2 X3, YO05Y1 Y2 Y3

sugeridos por Almeida e colaboradores...........ooooviiiiiieiiiiire e 100

Tabela 3.3 - Resultados dos estudos de precisao intra e interdias para os trés niveis

de concentragao avaliadOS. .........coiviiiiuiiiiiiiie e 102

Tabela 3.4 - Resultados dos estudos de exatidao intra e interdias para os trés niveis

de concentrag@o aValiadOS. ..........oouiiiiiiiiiiiii e 103



Tabela 3.5 - Resultados dos estudos de fator de enriquecimento e recuperagédo da
Lo 1 1= Tor= (o J TP PP TPPPPPUPPPPPPP 104

Tabela 4.1 - Planejamento experimental para a otimizagédo do tempo de extragédo e o
VOIUME de SOIVENTE EXITALON.......vuvii e e e e e e eaanaas 115

Tabela 4.2 - Valores do coeficiente angular (a), coeficiente linear (b), coeficiente de
determinacdo (R?) e a somatoria dos residuos (Y%RE) para o modelo sem
ponderacdo (1) e os modelos ponderados (X%° X1, X2 X3, YO05Y1 Y2 Y3

sugeridos por Almeida e colaboradores.............ooovvveiiiiiiiiiiie e 125

Tabela 4.3 -Resultados dos estudos de preciséo intra e interdias para os niveis baixo
(4 ng L-1) e alto (80 pg L-1) para a extragcdo de drogas de abuso em “blotter
721 1= =SSP 129

Tabela 4.4 - Resultados dos estudos de exatiddo intra e interdias para os niveis baixo
(4 ng L-1) e alto (80 pg L-1) para a extragcdo de drogas de abuso em “blotter
721 1= =SSP 130



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ACN — Acetonitrila

AcOEt — Acetato de etila

ANVISA - Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

CHCIs — Cloroformio

DCM - Diclorometano

DI-SDME — Microextracdo em gota Unica por imerséao direta
DLLME - Microextracao dispersiva liquido-liquido

DPR — Desvio Padréao Relativo

ENR — Enrofloxacina

FQs - Fluoroquinolonas

GC - Cromatografia gasosa

HF-LPME - Microextracdo em fase liquida com membrana oca
HPLC — Cromatografia liquida de alta eficiéncia

HS-SDME - Microextragcdo em gota Unica por headspace
ICH — International Conference on Harmonization

QUEChERS - Rapido, Simples, Barato, Efetivo, Robusto e Seguro (dos seus

termos em inglés).

LLE — Extracao liquido-liquido

LOD - Limite de deteccao

LOQ - Limite de quantificacao

LPME — Microextracao em fase liquida

LSD - Dietilamida do acido lisérgico



MCB — Placa microcontroladora

MEPS - Microextragdo por sorvente empacotado
NOR — Norfloxacina

NPS — Novas substancias psicoativas

PTFE — Politetrafluoroetileno

RPM — Revolugdes por minuto

SBSE - Microextracdo em barras de agitacéo
SDME - Microextracdo em gota Unica

SDZ - Sulfadiazina

SFE — Extracao por fluidos supercriticos
SMR - Sulfamerazina

SNs - Sulfonamidas

SOX — Soxhlet

SPE - Extracdo em fase sélida

SPME - Microextracdo em fase sélida

STZ - Sulfatiazol

UNODC - United Nations Office on Drugs and Crime



SUMARIO

CAPITULO 1

1. Preparo de @mMOSIIA. .. ...coooiiiiiiiiie ittt a e 20
1.2 Técnicas miniaturizadas de preparo de amoStra...........ccceeeeeriiiiiieeeeeenniennnn. 22
1.2.1 Microextragdo em gota Unica (SDME)..........coocuuiiiiiiiiiiiiiiieeeeiiieeeeeeee 23
1.2.2 Microextracao em fase liquida suportada em membrana oca (HF-
LPIVIE) ..ottt ettt ee e et et enenen s 25
1.3 Parametros a serem ajustados em SDME e HF-LPME..............ccccccviceeeeennn. 28
1.3.1 SOIVENLE A€ EXLIACAD. .. .uuuiieiieee e e e eeee e e e e e e e e e e e 28
1.3.2 Volume do SOIVENTE EXIIALON..........cviiiiiiiiiiiie ettt 29
1.3.3 TEMPO A€ EXIFAGAD. ......ceveeeeeiiieiiiiiiie e e e ee e e e e e e e e e e et a s e e e e e eeeaennes 30
RS 1 Ao | = Tox= Lo 1SS USPORN 30
1.3.5 AdICAO A€ SAl...uuuuiiiiii i e 31
G I G =T 0] 01T = 1 = U PP 31
1.4 Automatizacao do preparo da amoStra........ccceeeeeieeeeeeieeeieieeeeeee e 31
2. ANLIMICTODIANOS. ...t e e e e e e e e e e e e anes 35
2.1 SUIFONAMITAS. ... ettt e e e e e e e e e e e s e e e aeens 35
2.2 FIUOTOQUINOIONEAS. ...ttt ettt e e e e e e 36
S ANTETAMINGS. ...ttt e e e e e e e e ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e a 37
4. LSD, NBOME'S € NBOH’S.......ccciiiiiiiiiiiieiiee et stee et ae e e snaeeanes 38
RETEIENCIAS. ...ttt e e et e e e e e e e e as 41

CAPITULO 2

O o] = 11V 0 T PP 46
2. MALEriaIS € METOUOS. ... uueueiiiiiiii ittt e e e e e e e e e e st eeeaaeaeas 46
2.1 PAdrOeS € FEAGENTES. .. .eeiiiiiiieeie ettt e e e e e e 46

2.2 DISPOSITIVO 08 EXITAGAD......ciitiiieeieeeeei ettt ettt e e e e e e e e e e a7



....2.3 Procedimento de extracéo por SDME estatico e dindmico...........cccccceevuvvnnen. 49

....2.4 Otimizagao do procedimento de extragdo por SDME...........ccccvvviiiiiiiiiiiinennen. 49
2.4.1 Otimizag&o univariada do procedimento de extragdo por SDME............... 49
2.4.2 Comparacao do modo estatico e dinAmico em SDME..............cccccoevivnnnnnn. 50
2.4.3 Efeito do volume total de solvente extrator..........c.coccvveeeeeiiniiiiiiiee e 50
2.4.4 Otimizacao do numero de ciclos e o0 tempo de extragcao...........c.ccccvuvennnnn. 51

2.5 Instrumentacao e condigcdes cromatograficas..............uvvvveiiiiiiiiiiieeeeeeieeeeeeiiins 52
2.6 Avaliacao das figuras de MErit0...........euuviuuiiiiiii e 55
3. ReSUItAd0S € ISCUSSAD. ......ueeiieiiiiiiiiiie ettt e e e e e e 56
3.1 DiSPOSItIVOS U€ EXITAGAOD. ... .uuuueieiitieeeeeeeeeeee ettt e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeaeeannnn 56
3.2 Otimizac¢éao univariada do procedimento de extracao...........cccceeees vevvvvvvevvvnnnnns 57
3.2.1 Efeito do solvente de eXtraGai0..........ooevviiiiiiiiiiiiiiiiiii e 57
3.2.2 Efeito da velocidade de agitagdo da amostra.............coooeviivviviiiiiiiiieeeeeeenn. 58
3.2.3 Efeito daadiGBo de SaAl...........ueiiiiiiiiiiiiii s 59
3.2.4 Efeito dO VOIUME da gOTa.....ccciiiiiiieiiiiie et 60
3.3 Comparacao entre os modos de extracdo: dindmico vs estatico....................... 62
3.3.1 Estudo do tempo total de eXtraGao............cccceuvviriiiiiiiiiiiieeee e 63
3.3.2 Estudo do volume total de eXtraCao.............ccevvvirieirviiiiiiiiiiiie e e e e e 64

3.3.3 Otimizacéao do tempo de exposicao da gota e o numero de ciclos em SDME

(0 [T F=T 0o 1ol o RO PPPPOPPPPPPPP 67
3.4 Figuras de mérito para avaliacdo do desempenho do método.................ceuueee.. 69
3.5 Aplicacdo do método desSenVoIVIdO............ooeeeiciiiiiiiiiiiiiieeee e 75

4. CONCIUSDES. ... .o eieeeiiie ettt ettt e e e bbbt et e e et e e e e e e e e e e e e aa e e naaaeebeees 76

T (=T 1] g Tol T L OO PPPPRPPPTP 78

CAPITULO 3

L. ODJEUIVOS. ...ttt e e e e e e e e e e 82



2. MaAteriaiS € MEBTOUOS. .. e e 83

P R o= (o [ o S =T Vo [T o = F 83
2.2 Instrumentacdo e condigcdes analitiCas............eeevveriiiiiieiieeiiiee e 83
2.3 Otimizacé&o univariada do procedimento de extraCao...........ccceeeeeeeeeeeeeeennnnnnn. 85
2.4 Otimizac&do multivariada do volume de solvente e do tempo de extracao......85
2.5 Procedimento de extragao por HF-LPME.............oooiiiiiiiiiiieeeeeeee e 86
2.6 Avaliacdo das figuras de MErit0..........uciiiiiiiieee e e e 89
P Y 110 1] = T F TP 90
3. RESUItAO0S € TISCUSSAD .....eviiiiiiiiieieieii ettt e e e e e e e e e e eeeereeees 90
3.1 Acoplamento do robd cartesiano com 0 HPLC.............viiiiiiiiiiieeeeeeeeeee i 90
3.2 Otimizac¢éao univariada do procedimento de extracao...........cccoeeeeeeeevvveeeninnnns 92
3.2.1 Efeito do solvente de eXtraCao............uuuurruiiiiiiiiieeeeeeeeeceeee e e 92

3.2.2 Efeito da velocidade de agitacdo da amostra na eficiéncia da extragéo por
HF-LPME de anfetaminas em amostras de Urina..........cccceeevvvvveveeeeevvnennnnnnnnnn 93

3.2.3 Efeito da adicdo de sal na eficiéncia de extracdo por HF-LPME de

anfetaminas em amosStras de UMNMNA...........coeeueeeeruuiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaeeennnennn 94

3.3 Otimizag¢do multivariada do tempo e do volume de extragéo......................... 95

K o [U T = L3 (=01 0T 1 (o J PP 98

3.5 ANAlISES d€ @MOSIIAS MBAIS. .....uviiiiiiiiieeeeie ittt e e e e e e e e e s e 104

O @0 [ 1110 = 106

=] (=] (=] [0 = LSS 107
CAPITULO 4

L. ODJBLIVOS. ...ttt e e e e e e e 111

2. MateriaiS € METOUOS. .......ceeii i i ittt e e e e e aeeaeeeaeeaaans 112

2.1 PadrOes € rEAgENTIES. ......ceeeeei i i ittt e e e e 112



2.2 Instrumentacdo e condigcdes analitiCas............uevveeririiiieieee e 112

2.3 Procedimento de extracdo on-line dos “blotter papers”............ccccvvvvivvnnnnnnn. 113
2.4 Otimizag&o univariada do procedimento de extragdo............ccceeevvvviiiiinnnnne 114
2.5 Otimizac&do multivariada do volume de solvente e o tempo de extragao......114
2.6 Avaliacao das figuras de MErit0..........uuiiviiiiieee e 115
2.7 AMOSITAS. ...ttt e ettt e e e e ettt e e e e e e et a e etaa e e e e e e nea e 116
3. ReSUItadOS € AISCUSSA0.......ccceiiiiiiiiiiiiiiiiee ettt r e e aa e e e e e e as 116
3.1 Acoplamento do motor de agitagdo na placa de 96 pogosS.............ceeevnnneee 117
3.2 Otimizac¢éao univariada do procedimento de extracao............ccceeeeeeevvvveeennnnns 118

3.2.1 Efeito do solvente de extracao para a extracao de drogas de abuso em
B o] o) (=T g o= 1= 118

3.2.2 Efeito da agitacdo da amostra para a extracao de drogas de abuso em
B oo 1 (T gl oT=T =T PSRN 119

3.3 Otimizacao multivariada do tempo de extracao e do volume de extragao para

a extracao de drogas de abuso em “blotter papers™..........cccovvviiiiiiiiiiiiiiieeeeen, 120

3.3.1 Figuras de mérito para a extragao de drogas de abuso em “blotter

S22 1= =S 123
3.3.2 AnAlises de amOSLras MCAIS. .......cccuiuuririeeeiiiiiiie e 132
A, CONCIUSDES. .....eiiiiiiete ettt e ettt ettt e e e e e e e e e s aan e e e e e eeeaaeaaaanns 134
RETEIENCIAS. ....eeee et e e e 135

CAPITULO 5

(@70 (o[ 1SF= Lo Jo T - | PSSP 139
(0] o] [Tor=Tota 2 g Lo} o<1 o o [o TSP 140

ArtigOS SUDMETIOS. ...t 140



Capitulo 1

Introducao geral



Capitulo 1: Introducao geral 20

1. Preparo de amostra

Geralmente, em uma analise quimica as amostras ndo sdo analisadas na sua
forma bruta, devido a presenca de contaminantes da matriz que podem interferir na
analise ou mesmo danificar o equipamento, diminuindo o tempo de vida util de varios
componentes. Além disso, a natureza da amostra ou a concentragdo do analito de
interesse podem ndo ser compativeis com a técnica de analise. Assim, as analises
guimicas exigem uma etapa prévia a analise instrumental, ou seja, o preparo de

amostra. (1,2)

Dentre as diversas etapas de uma analise quimica qualitativa ou quantitativa, o
preparo de amostra é especialmente critico para garantir uma identificacédo
inequivoca, para a confirmacédo e a quantificacdo dos analitos. Quando realizada em
sistemas convencionais e manualmente, esta etapa consome até 60% do tempo da
analise (Figura 1.1), além de ser considerada uma das principais fontes de erro (Figura
1.2). Em geral, quando a técnica de analise é a cromatografia, um bom preparo de
amostra permite melhorar a separacdo e deteccdo dos analitos, enquanto que o
preparo de amostra feito de maneira equivocada pode invalidar toda a analise. Além
disso, um bom preparo da amostra diminui a necessidade por manutencdo dos

instrumentos e reduz o custo da analise. (3,4)

Figura 1.1 - Distribuicdo do tempo que os quimicos analiticos gastam na anélise da
amostra.

Processamentoj
dos dados (27%)

\Preparo da

amostra (61%)

Fonte: adaptado de MAJORS, 1991.
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Figura 1.2 - Causas de erro em analises quimicas.

Preparo de amostra [
Erro humano BT
Problemas com o equipamento _

Calibragéo

Problemas com o relatorio

Erro de célculo

Selecéo do método

Problemas com o material de teste _
Transporte e armazenamento _

Amostragem primaria

Ambiente de laboratério

Problemas com o fornecedor -

Rastreamento da amostra

Qutros problemas da categoria |:]

T T T T 1
0 10 20 30 40

Numero de instancias relatadas

Fonte: Adaptada de AMCTB, 2013.

O objetivo do preparo da amostra € extrair os analitos de interesse da matriz na
sua forma mais concentrada possivel e, preferivelmente, de uma forma que seja
compativel com a técnica de andlise. Em cromatografia gasosa, por exemplo, deve-
se evitar injetar os analitos em solu¢des tampao e, em cromatografia liquida de fase
reversa, deve-se evitar injetar os analitos em solventes com grande forca eluotropica
como acetonitrila e metanol, especialmente nos casos de grande volume de injegéo.
(2,4,5)

Dentre as técnicas tradicionais de preparo de amostra pode-se mencionar a
extracdo liquido-liquido (LLE), extracédo por soxhlet (SOX), extracdo em fase soélida
(SPE) e a extracdo pelo método QUEChERS.

As técnicas mencionadas anteriormente conseguem extrair e pré-concentrar
eficientemente os analitos de interesse, além de apresentar alta reprodutibilidade e
grande capacidade de extracdo de amostras. Porém, sdo técnicas laboriosas, feitas
em muitas etapas, e por isso consomem grande quantidade de tempo, além de
requerer grandes quantidades de solventes de alta pureza e elevado custo, altamente
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toxicos e resultando em residuos de laboratério perigosos e de dificil descarte. Além
disso, a automatizacdo dessas técnicas ndo é trivial. Dessa forma, a evolucao das
técnicas de preparo de amostra tem levado ao desenvolvimento de técnicas

miniaturizadas, automatizadas, ou ambas combinadas. (6,7,8)

1.2 Técnicas miniaturizadas de preparo de amostra

No ano de 1990, Pawliszyn e colaboradores apresentaram a microextracao em
fase sélida (SPME), uma forma miniaturizada da SPE. A SPME foi a pioneira dentre
as microtécnicas de extracdo e baseia-se na sorcdo dos analitos por um material
sorvente. Nessa microtécnica, 0 consumo de solvente e amostra € consideravelmente
diminuido, além disso, a miniaturizacdo do sistema analitico permitiu a sua
automatizacdo com maior facilidade. Dentro do grupo das microtécnicas baseadas em
um material sorvente se destacam também a microextracao por sorvente empacotado

(MEPS) e a microextracdo em barras de agitacdo (SBSE) (Figura 1.3). (9)

Um segundo grupo de microtécnicas de preparo da amostra compreende as
técnicas baseadas no processo de extracao em fase liquida (LPMESs). Essas técnicas
se baseiam na migracdo dos analitos de uma amostra aguosa para um solvente
organico, dentre as mais destacadas estdo a microextragdo em gota Unica (SDME), a
microextracdo em fase liquida com membrana oca (HF-LPME) e a microextracédo
dispersiva liquido-liquido (DLLME) (Figura 1.3), sendo as duas primeiras exploradas no

presente trabalho.

Figura 1.3 — Classificacdo das principais microtécnicas de extracao

SPME

Microtécnicas baseadas em

: MEPS
um material sorvente.

SPME

Microtécnicas de preparo

da amostra

Microtécnicas baseadas no
processo de extracéo
liquido-liquido (LPME).

Fonte: autoria propria.
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1.2.1 Microextracdo em gota unica (SDME)

O primeiro trabalho que faz referéncia a técnica SDME foi publicado em 1996
por Jeannot e colaboradores. Eles empregaram uma haste de teflon usinada no
extremo inferior, formando uma cavidade semiesférica de 4 mm de diametro. Nesta
cavidade foram depositados 8 pL de n-octanol e, em seguida, o lado usinado da haste
foi imerso em uma amostra aquosa, agitada magneticamente por um tempo
determinado. Posteriormente, a haste de teflon foi removida e 1 pL do solvente foi
retrado com uma microsseringa, sendo entdo injetado em um sistema de

cromatografia gasosa (Figura 1.4). (8,10)

Figura 1.4 - Primeira configuracdo da extracdo por SDME.

Tampa —ug é
. || Hastede
teflon

Fase | J

organica
Fase || e—  Vial
aquosa
] Barra de
agitacao

Fonte: adaptado de JEANNOT, M. A, 1996. Reproduzida com autorizagao.

No ano de 1997, Le e colaboradores modificaram a configuragdo da técnica,
gue permanece como tal na atualidade. Nessa configuracdo uma microsseringa para
GC ou HPLC é preenchida com o solvente extrator. Assim, é possivel furar a tampa
com septo de silicone do frasco que contém a amostra e, posteriormente, uma gota é
formada na ponta da agulha da microsseringa e exposta por um tempo determinado a
amostra (Figura 1.5). Depois da extracéo, a gota € aspirada novamente para o interior

da microsseringa e levada para o cromatdgrafo. (11)
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Figura 1.5 - Representacdo esquematica do preparo de amostra mediante SDME.

+—— Solvente extrator ———

I ‘ «—— — Gotaextratora
. . Analito — | )
. : . L Gota extratora - ' ° . *
. U"-u— Amostra —— -
HS-SDME DI-SDME

A configuracdo empregada por Le permite que a extracdo e a injecao sejam
feitas com a mesma microsseringa, conferindo simplicidade ao método. Além disso, a
SDME néo requer a compra de equipamentos, acessorios ou cartuchos de extracdo
(os quais tém custos elevados e podem ainda apresentar variabilidade entre lotes de
um mesmo fabricante). Adicionalmente, o solvente de extracédo é renovado em cada

extracdo, o que previne o efeito de memodria.

A SDME pode ser configurada em diferentes modos de operagcdo, sendo 0s
mais empregados a DI-SDME (direct immersion single drop microextraction) e o HS-
SDME (head space single drop microextraction). No modo DI-SDME a gota do

solvente de extracdo € imersa e fica em contato direto com a amostra liquida. Por sua
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vez, no modo HS-SDME a gota do solvente de extragéo fica no espaco confinado
acima da amostra, sem entrar em contato direto com a solugéo (Figura 1.5).

Os modos DI-SDME e HS-SDME correspondem a 80% dos trabalhos
publicados. A razdo para isto é que esses modos de operacdo sao simples, rapidos,
de baixo custo, sem efeito de memoaria (ja que o solvente € renovado em cada
extracdo) e passiveis de serem automatizados. Além disso, devido ao excelente fator
de enriquecimento, esses modos de operacdo requerem poucas quantidades de
amostra e de solvente organico para a extracao (ordem de microlitros), o que torna a

SDME uma técnica que segue os principios da Quimica Verde. (8)

A instabilidade e volatilidade da gota, a solubilidade parcial do solvente de
extracdo na amostra, a baixa seletividade e, especialmente, o volume limitado de
extracdo sdo as desvantagens apresentadas pela SDME. Consequentemente, 0s
solventes mais empregados em SDME sdo solventes de baixa viscosidade e
solubilidade em agua, geralmente solventes organicos com baixo ponto de ebulicdo e
compativeis com cromatografia gasosa, a técnica de analise mais utilizada devido aos

solventes empregados na extragao. (12)

Para contornar alguns dos problemas anteriormente relatados da SDME,
Pedersen-Bjergaard e Rasmussen propuseram introduzir o solvente de extracao no
limen de uma fibra oca e porosa, assim se deu o surgimento de uma nova LPME, a
microextracdo em fase liquida suportada em membrana oca. Além disso, varias
estratégias sdo empregadas para facilitar a migracdo do analito da amostra para o
solvente de extracdo; essas estratégias sdo empregadas tanto para SDME quanto

para HF-LPME e serao discutidas na sec¢éo 1.3. (13)

1.2.2 Microextracdo em fase liquida suportada em membrana oca (HF-LPME)

Apesar da SDME apresentar altos fatores de enriquecimento e uma
configuracéo simples, a dificuldade para analisar amostras com materiais inorganicos
e organicos insoluveis que possam desestabilizar a gota ou, amostras com moléculas

de alta massa molecular, por exemplo proteinas, que podem danificar o equipamento
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de andlise, fez com que, no ano de 1999, Pedersen-Bjergaard e Rasmussen
propusessem a HF-LPME (Hollow fiber liquid phase microextraction). (13)

A proposta foi preencher o lamen de uma fibra tubular de polipropileno (oca e
porosa) com o solvente de extragéo e, posteriormente, introduzir a fibra preenchida
em um recipiente com a amostra (Figura 1.6). Dessa forma, o solvente extrator é
protegido fisicamente, convertendo a HF-LPME em uma técnica mais robusta e
confiavel, que permite maior velocidade de agitacdo ou vibracdo mais vigorosa quando
comparada com a SDME. Além disso, os poros da fibra s6 permitem a migracdo de
moléculas “pequenas” o que possibilita a analise direta de amostras complexas como
sangue e urina. Uma vez que, as proteinas ndo conseguem permear a fibra, a limpeza

e extracdo do analito € feito em uma etapa s6. (13,14)

Figura 1.6 - Representacao esquematica da configuracdo para HF-LPME proposta
por Pedersen-Bjergaard e Rasmussen.

Agulha para Inje¢ao da fase aceptora Agulha para coleta da fase aceptora

™~

Tampa do vial

Vial

/ Fase doadora (amostra)

| Membrana oca
L (contendo a solugdo aceptora)

Fonte: adaptada de RASMUSSEN, 2000. Reproduzida com autorizacao.

Embora em HF-LPME o solvente de extracdo e a amostra ndo entrem em
contato direto, os analitos migram por difuséo através dos poros da fibra, partindo da

fase doadora (matriz) para a fase aceptora (solvente de extracao).

Na configuragdo mais simples da HF-LPME (denominada binaria) os analitos
migram da matriz (aquosa) até o solvente (insoltvel em agua) imobilizado nos poros
e também alocado no interior da fibra oca. Outra configuragdo emprega “trés”
solventes no processo de extragdo (modo ternario). Neste caso, um solvente organico
é imobilizado nos poros da membrana oca e um solvente aquoso é alocado no lumen
da membrana. Deste modo, os analitos migram da matriz aquosa (fase doadora) até

0 solvente aquoso (fase aceptora) localizado no interior da membrana oca. A funcéo
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do solvente organico imobilizado nos poros da membrana é impedir a mistura das
fases doadora e aceptora, além de proporcionar a particdo dos analitos (Figura 1.7).
(15)

Figura 1.7 — Representacdo esquemética dos modos de extragcdo em HF-LPME. (a)
modo ternario. (b) modo binario.

Tubo guia
Septo do
frasco S~

Membrana oca
com solvente
organico imobilizado

—— Amostra aquosa —

Frasco da / |

amostra

Fase receptora aquosa Fase receptora organica

Fonte: Merib, 2013. Reproduzida com autorizagao.

Para otimizar o processo de extracdo por HF-LPME, alguns parametros como:
tipo de solvente extrator, volume do solvente extrator, tempo de extracdo, agitacao,
adicdo de sal e temperatura precisam ser ajustados. Esses parametros também séo

ajustados em SDME e seréo discutidos a seguir.

1.3 Parametros a serem ajustados em SDME e HF-LPME

Sendo técnicas de extracdo baseadas em equilibrio, a SDME e a HF-LPME
dependem significativamente da relacdo de volumes entre o solvente de extracéo e a
amostra, além disso, independentemente do modo de operacdo em SDME e em HF-
LPME, a transferéncia dos analitos da amostra para o solvente de extragdo é
determinada pela difuséo, transferéncia e distribuicdo das moléculas de analito entre

as duas fases liguidas (amostra e solvente de extracdo). Em condi¢cdes de repouso a
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taxa de transferéncia dos analitos € baixa, porém, algumas estratégias como agitacao
magnética, vibragdo mecéanica e o movimento do émbolo da seringa sdo empregadas

para facilitar a migracdo do analito da amostra para o solvente de extracéo. (8,12,15)

1.3.1 Solvente de extracao

Geralmente, o principio “semelhante dissolve o semelhante” guia a selegéo do
solvente de extracdo em LPME. Ou seja, compostos apolares devem ser extraidos
por solventes apolares e vice-versa. Dentre as interacdes envolvidas no processo de
extragcdo as mais importantes sdo: as forcas de dispersdo de London, as interacdes
dipolo-dipolo permanentes e as ligagdes de hidrogénio. (16)

No caso da SDME, se o modo de operacao for imerséo direta e a amostra for
aquosa é indispenséavel que o solvente de extracdo seja insollivel em agua. Além
disso, o solvente precisa ter um ponto de ebulicdo suficientemente alto para nao ebulir.
Adicionalmente, precisa ser viscoso o suficiente para se manter aderido na ponta da
microsseringa, mas nao tanto que impeca um efetivo transporte de massa do analito

para o interior da gota. (7,17)

A compatibilidade do solvente de extracdo com a técnica de analise também
deve ser considerada. No caso da cromatografia liquida em fase reversa, por exemplo,
solventes pouco sollveis em agua, como tolueno, devem ser evitados ou devem ser
diluidos com solventes compativeis com a técnica, como o caso da acetonitrila (ACN).
(15)

1.3.2 Volume do solvente extrator

Em LPME a fracdo de analito extraido (E) € diretamente proporcional a razao
entre o volume do solvente extrator e o volume da amostra (%), de acordo com a
equacdo 1, onde Kp corresponde a constante de distribuicdo. Porém, no caso da
SDME gotas de maiores tamanhos apresentam maior instabilidade, permitem

menores velocidades de agitacdo e quando a analise ndo é automatizada sdo menos
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reprodutiveis, exigindo o uso de padrdo interno para corrigir a variagdo do volume das

gotas entre replicatas. (7)

Kp ¥

= Tt K, (equacéo 1)

O aumento no volume do solvente extrator permite que este tenha maior area
superficial, consequentemente, maiores interagdes entre o analito e o solvente extrator
sao observadas, melhorando consideravelmente o procedimento de extracdo tanto em
SDME quanto em HF-LPME. Com o intuito de aumentar o volume e a estabilidade da
gota em SDME, alguns pesquisadores acoplaram na agulha da microsseringa
diversos dispositivos que permitem aumentar a superficie de contato entre a agulha e
0 solvente de extracdo, conseguindo aumentar o volume do solvente em até 20 pL.
(18,19)

Aumentos nos volumes de solvente extrator tém que ser feitos de maneira
criteriosa, pois aumentos excessivos podem ocasionar instabilidade da gota (no caso
da SDME) e em algumas situacdes a diluicdo do analito, diminuindo o sinal analitico

observado.

1.3.3 Tempo de extragéao

O tempo de extracdo € um importante parametro a ser optimizado em LPME,
pois € importante obter um comprometimento razoavel entre a eficiéncia da extracao
e o0 tempo da amostragem. A quantidade de analito extraido depende do tempo de
extracdo, porém, tempos de preparo de amostra muito longos ndo sao desejaveis. A
eficiéncia méxima de extracdo pode ser obtida sob condicbes de equilibrio. No
entanto, as condi¢cdes de equilibrio séo dificilmente alcancadas em LPME, uma vez
gque um tempo de extracdo prolongado seria necessario, sendo que a taxa de
transferéncia de massa se reduz a medida que as concentracfes na fase organica e
na amostra se aproximam das de equilibrio. A equacgéo 2, na qual k € uma constante
de taxa de extragdo de primeira ordem e Co a concentracdo do analito no equilibrio,

prediz esse comportamento. (20)
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C,(t) =C, (1—e7kt (equagao 2)

equ

1.3.4 Agitacao

A agitacdo da amostra é muito importante para aumentar a quantidade de
analito extraido e diminuir o tempo de extracdo em LPME. Geralmente, as amostras
sdo agitadas de trés formas: agitacdo magnética, agitacéo por vibracao e agitacédo por
vortex. A agitacdo magnética é, pela sua simplicidade, o0 modo mais encontrado na
literatura. Quando o modo de operacao é a imersao direta, taxas de agitacdo muito
altas, geralmente acima de 600 rpm, podem ocasionar a queda da gota (no caso da
SDME) e/ou a formacé&o de bolhas de ar que podem diminuir a eficiéncia da extracao.
Quando a técnica de extracdo é HF-LPME ou SDME operada no modo headspace,
tornam-se possiveis taxas de agitagao de até 1.000 rpm. (12)

A taxa de extracdo de um analito por um determinado solvente extrator
depende, principalmente, do coeficiente de difusdo do analito e da espessura da
camada estagnada ao redor do solvente. Assim, a agitacdo da amostra permite a
renovacgao constante dessa camada, tornando-se um parametro simples para modular

a transferéncia de massa do analito em LPME. (20)

1.3.5 Adicéao de sal

Usualmente, quando um eletrdlito € adicionado a uma solucdo aquosa, a
solubilidade de moléculas organicas diminui consideravelmente, este efeito é
conhecido como “salting out effect” e é observado especialmente para moléculas de
baixo massa molecular e polaridade média. Além disso, a adigdo de sal na amostra
também pode diminuir a solubilidade do solvente extrator. Porém, em alguns casos,
as mudancas na viscosidade e na tensao superficial da amostra aguosa podem causar

instabilidade da gota em SDME e/ou diminuir a quantidade de analito extraido. (17,21)
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1.3.6 Temperatura

Em LPME, quando o modo de operacdo € imersdo direta, a constante de
distribuicdo solvente organico/amostra (Kow) € pouco afetada pela temperatura mas,
quando o modo de operagao € “headspace” a constante de distribuicdo ar/amostra
(Kaw) e a constante de distribuicdo solvente orgéanico/ar (Koa) sdo fortemente
dependentes da temperatura. Geralmente, incrementos na temperatura aumentam a
concentracdo no “headspace” quando os analitos sdo apolares mas, quando 0s
analitos sédo de polaridade média ou alta, aumentos na temperatura incrementam a

solubilidade deles em amostras aguosas, diminuindo a eficiéncia da extracéo. (8,15)

Em geral, os experimentos feitos por imerséo direita séo feitos a temperatura
ambiente, mas € indispensavel para a reprodutibilidade ter-se um adequado controle
da temperatura do ambiente, pois pequenas mudancas (2 ou 3°C) podem inviabilizar

0 experimento.

1.4 Automatizacédo do preparo da amostra

Apesar da enorme evolucao dos instrumentos de andlise quimica nas ultimas
décadas, as técnicas de preparo de amostra ndo acompanharam esse crescimento,
especialmente quando comparado com a cromatografia liquida moderna. Assim, o
desenvolvimento de métodos de preparo de amostra, ambientalmente amigaveis e
completamente automatizados, segue sendo uma exigéncia principal na quimica

analitica moderna. (4)

Na atualidade, o preparo da amostra requer um alto grau de manipulacao das
amostras, o que aumenta os custos e pode acarretar em menores reprodutibilidade e
precisdo da andlise quimica, convertendo o preparo da amostra no grande gargalo
para a consolidacdo de estratégias analiticas simples, rapidas e eficientes. Assim, o
desenvolvimento de técnicas de preparo de amostra automatizadas e a sua
hifenizacdo com os instrumentos analiticos continuara sendo uma exigéncia nos

préximos anos (22,23).

A automatizacdo das etapas do preparo da amostra ndo apenas acelera o

processo, mas também permitem andlises mais reprodutiveis e exatas, a0 mesmo
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tempo que reduzem a exposicao do analista as amostras com potencial risco bioldgico
e solventes téxicos. Consequentemente, a automatizacdo é considerada a melhor

estratégia para aumentar a frequéncia analitica. (24)

As primeiras técnicas automatizadas de preparo da amostra surgiram em
meados do século XX. Desde entdo uma ampla variedade de técnicas automatizadas
tem sido desenvolvidas, entre elas as técnicas de analise em fluxo, os sistemas
microfluidicos, os sistemas de placas multipo¢os e os quatro modos de operacéo (off-
line, at-line, on-line e in-line) da SPE e da SPME (in-tube SPME-LC). Essas sdo as
abordagens mais comuns para automatizar e integrar o preparo da amostra com a

analise quimica. (24)

Outra abordagem interessante € o uso de robés, os quais vém sendo usados
nos laboratérios de quimica desde a década de 80 sob a forma de tituladores
automaticos, auto-amostradores e coletores de fracdes os quais desempenharam
tarefas especificas e repetitivas. Esses rob0s se caracterizaram pela sua eficiéncia,
reprodutibilidade e simplicidade de operacdo, porém, seu alto custo impediu sua

popularizacéo (25,26,27).

Na atualidade, a prototipagem e personalizacao de instrumentos cientificos séo
facilitadas pela evolugdo dos dispositivos eletrbnicos e, especialmente, pela
popularizacdo dos microcontroladores de cddigo aberto, 0os quais sdo circuitos
eletrbnicos genéricos com o cédigo base disponibilizado para que as pessoas possam

usar, modificar, estudar e distribuir livremente.

Dentre os microcontroladores de codigo aberto, a plataforma Arduino é a mais
popular. A Arduino, é uma plataforma de prototipagem eletrénica flexivel e de baixo
custo, que permite a pessoas com pouco conhecimento em programacao criar
projetos eletrénicos simples. Esses microcontroladores existem comercialmente em
diferentes marcas e modelos, que se diferenciam pelo nimero de pinos de entrada e
de saida, pelo desempenho e pelas funcionalidades adicionais. Sendo assim, seu
custo pode variar de alguns dolares a centenas de dolares (Figura 1.8). Para o seu
funcionamento, os microcontroladores devem ser alimentados por uma fonte de
corrente continua e, em alguns casos, usar uma placa de ensaio (protoboard) para o

acoplamento de médulos eletronicos adicionais.
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Figura 1.8 — Representacado de duas placas comerciais de Arduino. Arduino UNO (A),
Arduino MEGA (B).

Porto USB
Alimentagédo 12 V JA

Porto USB

i B
Alimentagao 12 V !
|
’
g Pinos
oz ~ digitais
Pinos 2
— digitais o =
A [ =
-
Pinos Pinos _ 3
analdgicos analdgicos i

Pinos digitais

Os microcontroladores de cédigo aberto tém permitido a constru¢cdo de uma
ampla variedade de instrumentos de laboratorio, entre eles, sistemas de deteccao,
sistemas de processamento de dados e mecanismos automatizados para diversas
aplicacdes. No caso do preparo de amostra, 0s microcontroladores open source tém
permitido a construcao de plataformas microfluidicas, sistemas em fluxo e sistemas
robéticos capazes de manipular, transportar e injetar amostras ou solventes, entre
outros. (28,29)

Dessa forma, durante o desenvolvimento do presente trabalho, empregou-se
um robd cartesiano construido com base na plataforma de Arduino. O rob6 é composto
basicamente por motores de passo, 0s quais convertem 0s pulsos eletrbnicos em
movimentos circulares com alto grau de precisdo. Nesse robd, fusos de esferas
convertem 0s movimentos circulares do motor em movimentos longitudinais. Uma
valvula de trés portas permite a hifenac@o das técnicas de preparo da amostra com o
cromatografo e o espectrébmetro de massas, enquanto relés permitem controlar a

valvula de trés portas e disparar o funcionamento do HPLC (Figura 1.9). (24)
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Figura 1.9 - llustrag&o geral do robd cartesiano empregado para a automatizacao da
SDME e da HF-LPME
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Fonte: adaptado de Vargas, 2019.

A eficiéncia na extracdo, precisdo, exatiddo, os baixos limites de detecc¢éo
alcancados, a possibilidade de automacéo, o baixo custo e a capacidade de eliminar
os interferentes da matriz permitem que a SDME e a HF-LPME sejam excelentes
alternativas para andlise de antimicrobianos em aguas superficiais, anfetaminas em

urina e psicotrépicos impregnados em selos de papel (blotter papers).

2. Antimicrobianos

2.1Sulfonamidas

As sulfonamidas (SNs) sé@o antimicrobianos sintéticos que contém na sua
estrutura o grupo sulfonamida (-SO2NHR) (Figura 1.10). As SNs bloqueiam a rota
sintética do acido folico por inibicdo competitiva da enzima diidropteroato sintetase.
Essa enzima catalisa a sintese do precursor imediato do acido folico, o acido
diidropteroico, a partir do acido p-amino benzoico (PABA). O &cido fdlico, também

chamado vitamina B9 é essencial para a sinteses de acidos nucleicos. Sendo assim,
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as SNs impedem a proliferacdo de bactérias que precisam sintetizar seu préprio acido
félico. (30)

Figura 1.10 - Estrutura geral das sulfonamidas
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Além de serem antibiéticos de baixo custo, as SNs sdo usadas para combater
baterias tanto gram-positivas quanto gram-negativas (antibiéticos de amplo espectro)
na medicina humana e veterinaria. Adicionalmente, algumas sédo adicionadas as

ragOes dos animais para auxiliar no seu crescimento. (31,32)

As sulfonamidas sdo pouco metabolizadas e absorvidas por humanos e
animais. Consequentemente, chegam aos ecossistemas de forma inalterada por meio
da urina e das fezes. A presenca destes compostos em aguas e solos pode afetar o
crescimento de micro-organismos, algas e plantas aquaticas afetando a estrutura e
funcdo das comunidades microbianas. Além disso, a presenca das SNs nos
ecossistemas em baixas concentracdes pode gerar bactérias mais resistentes, pois
0s microrganismos desenvolvem novas rotas para a sintese de acido félico, aumentam
a producédo de PABA ou geram uma mutacado na enzima diidropteroato sintetase para
gue tenha pouca afinidade pelo antibiético. Sendo assim, o desenvolvimento de
métodos analiticos para o monitoramento de sulfonamidas em aguas superficiais € um

tema importante a ser abordado. (30,32)

2.2 Fluoroquinolonas

As fluoroquinolonas (FQs) sdo uma familia de antibidticos sintéticos
desenvolvidos na década de 70 (século XX). Elas pertencem as quinolonas, um grupo
de antibidticos baseados na estrutura do antimalarico quinino. Além disso, se

caracterizam por apresentarem um atomo de flaor ligado ao sistema central de anéis
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(Figura 1.11). A eficiéncia das FQs da primeira geragédo foi principalmente contra
cepas de baterias gram-negativas. No entanto, uma série de modificacdes na sua
estrutura permitiu que também se tornassem eficazes para o tratamento de baterias

gram-positivas, convertendo-as em antibiéticos de amplo espectro. (16)

Figura 1.11 - Estrutura geral das fluoroquinolonas
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O mecanismo de ac¢éo das bactérias gram-negativas baseia-se na capacidade
de inibir a enzima topoisomerase Il; nas bactérias gram-positivas, baseia-se na
capacidade de inibir a enzima topoisomerase V. As topoisomerases sao enzimas
essenciais na replicacéo e natopologia do DNA e, quando inibidas, os microrganismos
perdem a sua capacidade de reproducéo. (33)

As FQs sdo usadas na medicina veterinaria e humana para o tratamento de
infecgbes na pele, no trato urinério, gastrointestinal e respiratorio, além de serem Gteis
para o tratamento de doencas sexualmente transmissiveis. Esses compostos sdo
pouco metabolizados no corpo e, portanto, sdo excretados de forma inalterada. A
baixa eficiéncia dos sistemas atuais do tratamento de esgoto para a remocao deste
tipo de compostos permite que as FQs cheguem aos ecossistemas gerando
ecotoxicidade direta e resisténcia bacteriana. (30)

Diante desse contexto, é importante criar métodos analiticos que permitam

monitorar as fluoroquinolonas em ambientes aquaticos.
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3. Anfetaminas

A metilenodioximetanfetamina (MDMA) é uma droga de natureza sintética
comercializada principalmente na forma de comprimidos. E conhecida popularmente
como “éxtase” e faz parte das denominadas “Designer drugs”. Segundo o relatério de
2016 do Escritorio das Na¢des Unidas sobre Drogas e Crime (UNODC) é a segunda
droga mais consumida no mundo, depois da maconha. (34)

O “éxtase” € um derivado da metanfetamina que apresenta efeitos
alucinébgenos e estimulantes. E quimicamente identificado como  3,4-
metilenodioximetanfetamina e, dentre os subprodutos da sua sintese encontra-se o
3,4-metilenodioxianfetamina (MDA) e o 3,4-metilenodioxietilanfetamina (MDEA).
Esses trés compostos sdo empregados como biomarcadores do consumo de éxtase.
As estruturas do MDMA, MDA e MDEA séo apresentadas na Figura 1.12.

Figura 1.12 - Estruturas do MDMA, MDA e MDEA
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Drogas em geral sdo analisadas em amostras de sangue e de urina, pois estas
garantem uma boa correlacdo entre doses administrada e os niveis detectados. No
caso do éxtase, sua eliminacéo depende, em grande parte, do metabolismo hepatico.
Estudos demonstraram que aproximadamente 65% da dose ingerida € eliminada na

urina sem metabolizacao. (35,36)

A analise de biomarcadores € de suma importancia para que a policia cientifica
possa, por exemplo, determinar se um condutor estava sob efeito destas drogas em
situacbes como acidentes de transito. Assim, o interesse pelo desenvolvimento de

meétodos analiticos que permitam a deteccéo e a quantificacéo destes analitos e seus
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respectivos metabdlitos tem aumentado consideravelmente nas Ultimas duas

décadas.

4. LSD, NBOMe’s e NBOH'’s

Os efeitos psicotrépicos da dietilamida do acido lisérgico (LSD) foram
descobertos pelo quimico suico Albert Hofmann em 1943. Tais efeitos séo
ocasionados principalmente pela ativacdo do receptor 2A da serotonina (5-HTza). O
LSD, cuja estrutura molecular é ilustrada na figura 1.13A, ficou popularmente
conhecido como droga de uso recreacional em meados da década de 60 (século XX),
devido a seus efeitos alucindgenos relacionados a ilusado, alteracdo do pensamento,

da percepcao corporal e alteracbes na memoria. (37)

Na atualidade, o LSD (Figura 1.13A) e o acido lisérgico (Figura 1.13B)
encontram-se na lista de substancias proscritas no Brasil, segundo a portaria SVS/MS
n° 344, de 12 de maio de 1998 da Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).
Apesar disso, o LSD é comercializado ilegalmente no formato de “selos”, também
conhecidos como blotter papers (Figura 1.14).

A dietilamida do acido lisérgico € conhecida popularmente pelos nomes de
LSD-25, doce, acido ou microponto. Na sua grande maioria, € administrada por via
sublingual ou absorcéo bucal de formulacdes liquidas ou via blotter papers.

Figura 1.13 - Estrutura molecular da (A) dietilamida do &cido lisérgico e do (B) acido
lisérgico.
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Figura 1.14 — Representacédo dos selos ou blotter papers

Com a proibicdo do LSD e com o intuito de contornar a lei, surgiu uma nova
classe de substancias psicoativas (NPS), os NBOMes, o0s quais sado 2,5
dimetoxifenietilaminas com uma substituicdo no nitrogénio por um grupamento 2-
metoxibenzila (Figura 1.15A). Esses compostos foram inicialmente sintetizados, para
fins de pesquisa, para atuar como agonistas do receptor 5-HT2. No entanto, as
propriedades alucindgenas semelhantes as do &cido lisérgico, fizeram com que
algumas versdes halogenadas desses compostos como 0 2-(4-iodo-2,5-dimetoxi-4-

iodofeniletilamina (251-NBOMe) fossem empregadas com fins recreativos. (38,39)

A comercializacdo dos NBOMes ¢é feita na sua maioria na forma de blotter
papers e muitas vezes por engano sob o nome de LSD. Ao contrario do LSD o
consumo de NBOMes e as suas variagdes tem causado numerosas mortes ao redor
do mundo e atendimentos de emergéncia em hospitais por pessoas com
comportamentos erraticos, muitas vezes violentos. Do mesmo modo, com a proibicdo
dos NBOMes surgiram os NBOH (Figura 1.15B), compostos com efeitos similares aos

NBOMes e comercializados da mesma maneira.

Figura 1.15 - Estrutura molecular dos (A) NBOMe e dos (B) NBOH.
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A deteccgdo de substancias como LSD, NBOMe’s e NBOH’s em blotter papers
€ muito importante para que a policia cientifica, por exemplo, possa determinar se uma
pessoa esta comercializando esse tipo de substancia. Consequentemente, o interesse
pelo desenvolvimento de métodos analiticos simples, rapidos e cofiaveis que
permitam a deteccdo destes analitos tem aumentado consideravelmente nos altimos

anos.
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1. Objetivos

Desenvolver métodos automatizados de preparo de amostra baseados em

SDME. Para isso foram tragados os seguintes objetivos especificos:

» Configurar o rob6 cartesiano para fazer o preparo de amostra baseado em SDME.

» Desenvolver dispositivos que permitissem a obtencéo de gotas mais estaveis e de
maior tamanho para serem usadas em SDME.

» Otimizar as variaveis que pudessem afetar a extracdo de sulfonamidas e
fluoroquinolonas por SDME em amostras de aguas superficiais.

» Comparar os modos de extracdo estatico e dinamico em SDME.

» Validar o método desenvolvido avaliando-se parametros como seletividade,
linearidade, precisdo, exatiddo, limite de deteccdo, limite de quantificacdo e
recuperacao.

> Aplicar o método desenvolvido em amostras de aguas superficiais provenientes de
diferentes cérregos da cidade de S&o Carlos/SP.

2. Materiais e métodos

2.1 Padrdes e reagentes

Os padrdoes de sulfadiazina (SDZ) (= 99%), sulfatiazol (STZ) (= 99%),
sulfamerazina (SMR) (= 99%), norfloxacina (NOR) (= 99%) e enrofloxacina (ENR) (=
99%) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Para a preparacao das
solucdes estoque, os padrdes (1 mg mL?) foram solubilizados em acetonitrila
contendo acido fosférico (0,1% em volume). As solu¢cdes de trabalho foram

preparadas diariamente em agua ultrapura a partir das solugcbes-estoque.

Metanol (MeOH), acetonitrila (ACN), diclorometano (DCM), cloroférmio (CHCls)
e acetato de etila (AcOEt), todos de grau HPLC, foram adquiridos da Tedia (Fairfield,
OH, USA). O é&cido formico (grau espectrometria de massas, 98%) foi adquirido da

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). O Na2S04 usado nos estudos de forga ionica foi
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adquirido de J.T.Baker (Phillipsburg, NJ, USA). A &gua ultrapura foi purificada no
sistema Milli-Q da Millipore (USA).

O esgoto simulado foi preparado como descrito por Torres. Sua composi¢céo
detalhada encontra-se na tabela 2.1. (1)

Tabela 2.1 — Composicdo do meio (esgoto simulado) empregado nos testes de
optimizacdo do método de extracdo por SDME.

Composicao Quantidade para 1 L
Sacarose 35mg
Amido 114 mg
Extrato de carne 208 mg
Oleo de soja 51 mg
NaCl 250 mg
MgClI2-6H20 7 mg
CaCl2-6H20 4,5 mg
NaHCO3 200
Detergente 3 gotas

2.2 Dispositivo de extracao

Com o intuito de serem obtidas gotas mais estaveis e de volumes superiores
aos relatados previamente na literatura (>20 pL), foi projetado um dispositivo de
extracdo. Diferentemente dos dispositivos previamente relatados esse dispositivo é
facilmente adaptavel ao reservatério da amostra, deixando a agulha livre e permitindo

a automatizacao completa do procedimento de extragdo por SDME (Figura 2.1). (2)

O dispositivo foi construido em politetrafluoroetileno (PTFE) conhecido
popularmente com o nome comercial de Teflon®. E composto por um disco suporte
superior (20 mm de diametro externo e 1 mm de espessura), uma haste tubular (de
0,8 mm de didmetro interno) e um terminal truncado em forma de cone (7,7 mm de

didmetro interno na base), o qual € conectado ao canal interno da haste (Figura 2.1).
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O disco suporte permite o acoplamento do dispositivo entre a tampa e a borda
do reservatorio de amostra. O disco € composto por uma guia central conica,
conectada ao canal interno para permitir a entrada da agulha da seringa através da
haste tubular até o ponto final cénico, onde a gota é gerada e a extragdo ocorre. Uma
descricdo mais detalhada sobre as dimensdes do dispositivo desenvolvido pode ser
consultada na Figura 2.1. Um segundo dispositivo para extragdes por HS-SDME

também foi construido, a Unica diferenca encontra-se no comprimento da haste que

passa de 23,3 mm para 15,2 mm.

Figura 2.1 — Desenho em perspectiva cavaleira do dispositivo de extragao para
SDME.
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2.3 Procedimento de extracdo por SDME estético e dindmico

Todas as etapas do procedimento de extragdo por SDME, incluindo o
preenchimento da seringa com o solvente de extracao e o descarte do extrato final no
vial de injecéo foram automatizados pelo rob6 cartesiano projetado no laboratério. Os
programas de software para SDME dinamico e estéatico foram escritos no ambiente de

desenvolvimento integrado (IDE) do Arduino. (3)

Para o preparo da amostra por SDME estético e dindmico, o robd foi equipado
com uma microsseringa com agulha removivel de 500 pL, modelo Gastight 1750
(Hamilton, EUA).

Inicialmente, o robd enche a seringa com o solvente de extracdo; em seguida,
a agulha perfura o septo do frasco de amostra e passa através do dispositivo de
extracao, onde o émbolo da seringa desce lentamente para expor a gota em 8 mL de
amostra. No caso da SDME estética, apds o tempo de extracdo definido, a gota é
recolhida e, posteriormente, o extrato é dispensado em um vial com um “insert” cdnico
de 500 pL. O extrato é seco sob fluxo de nitrogénio e reconstituido em 50 uL de agua

ultrapura com 0,1% de acido férmico para posterior inje¢ao no sistema cromatografico.

No caso da SDME dinamica, depois do tempo de exposicdo da gota definido
no programa, a gota € lentamente recolhida para o interior da seringa e,
posteriormente, reexposta. O procedimento de retirada e de reexposi¢do da gota é
repetido por um determinado numero de vezes (ciclos) estabelecido para cada

experimento.

2.4 Otimizacao do procedimento de extracdo por SDME

2.4.1 Otimizacao univariada do procedimento de extracao por SDME

ApOs o ajuste dos fatores operacionais do rob0o, avaliou-se de forma univariada
o melhor solvente de extracdo, o melhor volume da gota, a melhor taxa de agitacao e
o efeito da adicéo de sal. Os solventes de extracdo avaliados foram diclorometano

(DCM), cloroférmio (CHCIs), acetato de etila, diclorometano/cloroformio (50:50, em
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volume), diclorometano/acetato de etila (50:50, em volume), acetato de
etila/cloroformio (50:50, em volume) e diclorometano/cloroférmio/acetato de etila
(1:1:1, em volume); os volumes de gota avaliados foram 30, 50 70 e 90 uL; a influéncia

da taxa de agitacao foi avaliada em 0, 200, 400 e 600 rpm.

2.4.2 Comparacdo do modo estético e dindmico em SDME

Apo6s a escolha do melhor solvente de extracdo, o melhor volume de extracéao
(volume da gota) e a melhor taxa de agitagéo, foi feito um estudo comparativo entre
os modos de extracdo dindmico e estéatico. Para isso foram testados quatro diferentes
tempos de extracdo total. No caso do modo dindmico, uma gota de 90 uL da mistura
diclorometano/acetato de etila (1:1, em volume) foi exposta em 8 mL de esgoto
simulado, em uma sequéncia de ciclos (cada ciclo de 20 segundos) de retirada-
exposi¢ao, os numeros de ciclos avaliados foram 10, 30, 50 e 70 ciclos. No caso do
modo estatico, a gota foi exposta em tempos de extracdo equivalentes ao tempo total
de extracdo para cada numero de ciclos avaliados, ou seja, 5 min 10 s (tempo de
extracdo para 10 ciclos), 15 min 40 s' (tempo de extracdo par 30 ciclos), 26 min 30 s'
(tempo de extracéo para 50 ciclos) e 38 min 30 s (tempo de extracdo para 70 ciclos).
Os dados foram processados pelo software STATISTICA 10 (StatSoftinc, Tulsa, EUA,
2011)

2.4.3 Efeito do volume total de solvente extrator

O efeito do volume total de solvente extrator carregado na seringa e sua
interacdo com o modo de extracdo foram investigados por meio de um planejamento
fatorial completo 22. Os dois niveis para cada fator foram configurados como 100 pL
(-) e 300 uL (+) para o volume total de solvente extrator e, estatico (-) e dinamico (+)
para o modo de extracdo. Uma gota de 90 pL da mistura de diclorometano/acetato de
etila (1:1, em volume) foi exposta em 8 mL de esgoto simulado, em uma sequéncia de
70 ciclos de retirada de exposicao (20 s de exposicéo estatica para cada ciclo) em

experimentos no modo dinamico e, por um tempo equivalente de extracéo (38,5 min)
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no modo estatico. O planejamento experimental foi executado de maneira aleatéria e
€ apresentado na tabela 2.2. Os dados foram processados pelo software STATISTICA
10 (StatSoftinc, Tulsa, EUA, 2011)

Tabela 2.2 — Planejamento experimental para estudar a interacdo entre os modos de
extracao e o volume de solvente total carregado na seringa.

Experimento Numero de ciclos Volume total de solvente (uL)

1 1 100
2 1 100
3 1 100
4 70 100
5 70 100
6 70 100
7 1 300
8 1 300
9 1 300
10 70 300
11 70 300
12 70 300

2.4.4 Otimizacao do numero de ciclos e o tempo de extracéo

Finalmente, o processo de extracdo por SDME dinamico foi otimizado em
funcdo do numero de ciclos de extracdo e do tempo de exposi¢cdo para cada ciclo.
Para isso um planejamento composto central foi realizado na regido experimental,
entre 30 (-V2) a 109 (+ V2) ciclos de retirada-exposicéo e, 5 (-V2) a 25 (+ V2) segundos
como tempo de exposicao da gota para cada ciclo. O planejamento experimental foi
executado de maneira aleatéria e é apresentado na tabela 2.3. Os dados foram
processados pelo software STATISTICA 10 (StatSoftinc, Tulsa, EUA, 2011)
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Tabela 2.3 — Planejamento experimental para a otimizacdo do nimero de ciclos e 0
tempo de exposic¢ao da gota.

Experimento NUmero de ciclos Tempo de
exposicéo
1 42 8
2 42 22
3 98 22
4 98 8
S 30 15
6 109 15
7 70 5
8 70 25
9(C) 70 15
10(C) 70 15
11(C) 70 15

2.5 Instrumentacéo e condi¢bes cromatogréficas

Na otimizacdo do método de extracdo foi empregado um HPLC da Shimadzu
(Kyoto, Japao) equipado com um modulo de comunicagdo CBM-20A, duas bombas
LC-20AD, um desgaseificador DGU-20AS, um amostrador automatico SIL-20AC, um
forno cromatografico CTO-20A e um detector UV-vis SPD-20A monitorando a 270 e
290 nm. As separacgdes cromatogréficas foram realizadas em uma coluna analitica
Poroshell 120 EC-C18 (100 mm, 2,1 mm d.i., tamanho de particula de 2,7 um) (Agilent
Technologies); com a fase movel constituida de agua ultrapura (A) e acetonitrila (B),
ambas contendo 0,1% de acido férmico. Inicialmente, uma eluicdo isocratica foi
programada com 7% de acetonitrila por 5 min. De 5 a 15 min foi realizada uma eluigéo
em gradiente aumentando-se linearmente a porcentagem de acetonitrila de 7 a 32%;
entdo, o gradiente retornou a condigdo inicial ao longo de 4 min. A temperatura do

forno foi mantida a 40 °C e a vazdo a 0,2 mL min™.

Para as determinacdes quantitativas e na avaliagcdo das figuras de mérito foi
utilizado um sistema online-SPE-LC-MS/MS composto por um HPLC da Agilent série
1260 (Palo Alto, CA), equipado com uma bomba binaria, um amostrador automatico

ALS 1200, um forno cromatografico 1200 acoplado a um quadrupolo-aprisionador de
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ions linear modelo 5500 QTRAP (AB SCIEX, Foster, CA) com ionizacdo por
“electrospray” no modo positivo. O modo SRM (selected reaction monitoring) foi
utilizado para determinacédo quantitativa e qualitativa. As separagcdes cromatograficas
foram feitas em uma coluna Poroshell 120 EC-C18 (100 mm 2,1, mm d.i., tamanho de
particula de 2,7 um). Agua e acetonitrila foram escolhidas como a fase movel. Para as
separacdes na coluna analitica uma eluicdo isocratica com 5% de ACN foi programada
durante 3,1 minutos, posteriormente, um gradiente linear foi programado aumentando-
se a concentracdo de ACN até 65% do minuto 3,1 até o minuto 9, finalmente, um
gradiente linear foi programado para reduzir a concentracdo de ACN a 5% ao longo
de 6 minutos. A vazao da fase moével foi ajustada em 0,6 mL min-t. O software Analyst
1.6.1 foi utilizado para a aquisi¢do e processamento de dados. Durante a etapa de
pré-concentracao online, os analitos foram retidos em uma coluna de SPE (2,1 x 20
mm, 25 ym) com o polimero Oasis HLB da Waters. O sistema SPE-LC on-line foi
configurado conforme descrito por Gomes e colaboradores. Os ions monitorados no
modo SRM estao descritos na Tabela 2.4. (4)
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Tabela 2.4 - Transigcbes monitoradas no modo SRM e condi¢des utilizadas no
espectrometro de massas durante a avaliacdo das figuras de mérito.

Analito Q1 (m/z) Q3 (m/z) DP (V) CE (V) CXP (V)
251 156 46 21 10
SDZz 251 92 46 35 14~
251 108 46 31 8
256 156 61 23 8*
STZ 256 92 61 37 14
256 108 61 35 16
279 186 56 25 10
SMR 279 92 56 71 16*
279 108 56 37 16
320 302 66 29 14*
NOR
320 276 66 23 14
360 316 81 37 12
ENR 360 245 81 47 9
360 286 81 14 12*
260 98 96 39 16
BC-SMTX 260 114 96 39 16
260 162 96 33 6

* A transicdo de quantificacdo foi ressaltada em negrito
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2.6 Avaliacdo das figuras de mérito

Para a avaliagdo das figuras de mérito do método empregou-se o guia de
validacédo do “International Conference on Harmonization” (ICH). Os parametros de
validacédo selecionados foram: seletividade, linearidade, limite de deteccédo (LOD),
limite de quantificacéo (LOQ), exatidao e preciséo intra e interdias. Durante essa etapa

foi empregado esgoto simulado como matriz representativa (branco).

Para avaliar a seletividade, uma amostra branco foi analisada (n=3) ap6s o
procedimento de extracdo por SDME e observando-se a presenca ou hao de

interferentes no tempo de retencéo dos analitos.

A linearidade foi avaliada por meio de curvas analiticas construidas por
calibracdo externa e padronizacdo interna. Para isso a matriz representativa foi
fortificada em oito niveis de concentracao (50, 100, 250, 500, 1.000, 2.000, 3.000 e
4.000 ng mL?) para as sulfonamidas e seis niveis de concentragédo (100, 250, 500,
1000, 2000 e 3000 ng mL) para as fluoroquinolonas. As amostras foram submetidas
ao processo de extracdo por SDME e posteriormente a analise cromatografica, cada
nivel em triplicata. Em todos os niveis foi empregado o analito sulfametoxazol-(fenil-

13C6) como padréao interno (PI) para as determinagdes quantitativas.

O LOD e o LOQ foram estabelecidos como a concentracdo do analito que
produzisse um sinal de 3 e 10 vezes, respectivamente, em relagdo a amplitude do
ruido da linha de base na regido de eluicdo de cada analito.

Para a avaliacdo da precisao e exatiddo a matriz representativa foi fortificada
em 80, 1500 e 3500 ng mL™* para as sulfonamidas e, 150, 750 e 1500 ng mL™* para as
fluoroquinolonas, sendo as amostras analisadas em triplicata e em dois dias
diferentes. Para expressar os resultados da preciséo, foi calculado o DPR das analises

intra e interdias.
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3. Resultados e discussao

3.1 Dispositivos de extragéo

A extracdo em gota Unica é uma técnica de extracdo baseada no equilibrio de
particdo, ou seja, a técnica envolve a distribuicdo dos analitos em duas fases liquidas
imisciveis. A quantidade de analito extraido é proporcional ao volume da gota. Sendo
assim, foram desenvolvidos dois dispositivos (um para DI-SDME e um para HS-
SDME) que permitissem a formacao de gotas estaveis e de “grande porte” para serem
usadas em SDME. O dispositivo foi fabricado em politetrafluoroetileno (PTFE)
seguindo-se o desenho da Figura 2.1. Os dispositivos anteriormente relatados na
literatura sdo adaptados diretamente na agulha. Em contrapartida, os dispositivos
fabricados sdo adaptaveis ao reservatorio da amostra, o que permite a automatizacao
completa do procedimento de extracdo por SDME (Figura 2.2). A novidade dos
dispositivos de extragéo permitiu que fosse solicitado o pedido de patente ao Instituto
Nacional de Propriedade Industrial (INPI). (5,6)

Figura 2.2 — Dispositivos de extracdo para a formacéo de gotas de grande porte.
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3.2 Otimizacgédo univariada do procedimento de extracao

3.2.1 Efeito do solvente de extracao

Um solvente de extracdo adequado para DI-SDME deve ser imiscivel com o
solvente da matriz, capaz de fornecer gotas estaveis, apresentar altos fatores de
enriguecimento dos analitos-alvo e seletividade apropriada. Geralmente, o principio
“semelhante dissolve semelhante” orienta a selecdo de solventes em técnicas de
extracao liquido-liquido. Sulfonamidas e fluoroquinolonas sédo compostos anfotéricos,
com caréter hidrofébico em pH 6-8, mas com diferencas notaveis na polaridade. A
polaridade das sulfonamidas estudadas variam de log kow 0,09 a log kow 0,14 €, entre
log kow 1,03 e log kow 1,1 para as fluoroquinolonas estudadas, assim, a determinagéo
simultanea de SAs e FQs relatada na literatura é feita em sua maioria por técnicas de

extracdo em fase sélida. (7,8)

As SAs foram extraidas anteriormente por DI-SDME empregando-se liquidos
ibnicos. Por sua vez, as FQs foram extraidas de amostras aquosas por DI-SDME
empregando uma gota aquosa submersa em uma fina capa de cloroférmio ou
diclorometano/tolueno. Esses sistemas apresentam maior complexidade do que os
sistemas bifasicos e sdo conhecidos como microextraces em gota Unica liquido-
liquido-liquido. Pesquisando-se a literatura, ndo se observou o relato de extracdes
simultaneas de SAs e FQs por SDME. (7,8,9,10)

Para a extracdo simultdnea de SAs e FQs, foram avaliados trés solventes
organicos: DCM, CHCIs, AcOEt e suas misturas equivolumétricas binérias e ternaria.
A melhor eficiéncia de extracao foi obtida com a mistura DCM/AcOEt (1:1em volume),
a qual foi usada como solvente extrator para os demais experimentos. Como
apresentado na Figura 2.3, a mistura DCM/EtOAc (1:1, em volume) proporcionou a
melhor eficiéncia de extragdo para as SAs alvo e, no caso das FQs, a eficiéncia de
extracao nao foi tdo prejudicada quanto seriam as SAs com o melhor solvente para as
FQs. Consequentemente, a mistura DCM/ACOEt foi selecionada como o solvente de

extracao.
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Figura 2.3 — Efeito do solvente de extracdo sobre a eficiéncia da extracdo da SDME
para a determinacdo da SDZ, STZ, SMZ, NOR e ENR. (A) diclorometano;
(B) cloroférmio; (C) acetato de etila.
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3.2.2 Efeito da velocidade de agitacdo da amostra

A taxa de extragdo de um analito por uma gota de solvente extrator depende,
principalmente, do coeficiente de difusdo do analito na amostra e da espessura da
camada de amostra estagnada em torno da gota. A agitagcdo da amostra permite a
renovacao constante desta camada, tornando-se um parametro simples para modular
a transferéncia de massa do analito em DI-SDME. Aumentos na velocidade da
agitacdo da amostra aumentam a transferéncia de massa entre a amostra e a gota;
mas, a0 mesmo tempo, podem causar a instabilidade da mesma, prejudicando o
sucesso da extracao. Para a extracao simultanea de SAs e FQs por DI-SDME foram
avaliadas 4 velocidades de agitacédo: 0, 200, 400 e 600 rpm. Como apresentado na
Figura 2.4, a eficiéncia da extragdo apresentou uma tendéncia de aumento com o
aumento da agitacdo. No entanto, velocidades de agitacdo além de 600 rpm nao
permitiram mais do que 35 ciclos de extracdo, produzindo gotas instaveis. Assim, a

velocidade de agitacdo selecionada neste estudo foi de 600 rpm. (11,12)
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Figura 2.4 - Efeito da velocidade da agitacdo da amostra na eficiéncia da SDME
para a determinacédo da SDZ, STZ, SMZ, NOR e ENR.
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3.2.3 Efeito da adicao de sal

Normalmente, quando um eletrélito € adicionado a uma solugcdo aquosa a
solubilidade das moléculas organicas diminui, o que melhora a extra¢éo dos analitos.
Esse efeito é conhecido como efeito “salting out”. O estudo do efeito da adigéo de sal
na amostra foi feito pela adicdo de Na2SOa4. Neste caso, a adicdo de sal causou
instabilidade das gotas, provavelmente, devido ao aumento da viscosidade da
amostra. Como consequéncia, optou-se por extrair as sulfonamidas e as

fluoroquinolonas em amostras de esgoto simulado sem a adicdo de sal. (13)
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3.2.4 Efeito do volume da gota

Em SDME, a fracdo de analito extraida (E) é diretamente proporcional a relagéo
entre as fases organico-aquosa (W¥), conforme a equacgéao 1:

_ KpW¥
1+ Kp ¥

1)

Onde Kp é a constante de distribuicdo. Em microextragdes, os valores de W
geralmente variam entre 0,001 e 0,01. Embora nestas microtécnicas sejam
observadas recuperagfes baixas dos analitos, as concentracbes no extrato final
costumam ser elevadas, levando a uma adequada resposta analitica. Esses valores
de W funcionam muito bem quando a técnica de analise € cromatografia gasosa, onde
o solvente de extracdo (natureza e volume) € compativel com as condi¢es de injecéo.
No caso da cromatografia liquida, a maioria dos solventes orgéanicos utilizados na
etapa de extracdo nao é compativel com o modo de eluicdo em fase reversa. Portanto,
0s extratos organicos devem ser evaporados até a secura e reconstituidos para serem

compativeis com a composic¢ao inicial da fase movel. (14,15,16,17)

Por outro lado, o uso de grandes gotas € limitado pela estabilidade. O volume
maximo de uma gota suspensa na ponta de um capilar pode ser calculado segundo a

equacao 2. (18)

2TTORm

Vamax = Apg 2)

Na qual Rm é o radio externo do capilar, o € a tenséao interfacial, Ap é a diferenca
de densidade entre a gota e a amostra e, g € a aceleracdo gravitacional. Varias
tentativas em aumentar o tamanho e a area superficial da gota extratora ja foram
relatadas na literatura. Recentemente, o uso de gotas com mais de 30 pL em SDME

foi descrito em sistemas automatizados conhecidos como “Lab-In-Syringe”. (19)

No caso da SDME tradicional, a gota do solvente extrator tem formato esférico
e fica suspensa na ponta de uma agulha. Assim, embora o volume suspenso seja
baixo, existe uma grande probabilidade de perda da gota. O uso do dispositivo
expansor da gota levou a formagéo de gotas com forma de meia esfera e com uma

grande superficie de contato entre a gota e o dispositivo, o que reduziu a probabilidade
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de descolamento. O expansor de gota desenvolvido tem um Rm = 0,35 cm capaz de
fornecer gotas com Vmax teérico de 125 pL, 339 pyL e 592 uL para CHCI3, DCM e
EtAOc, respectivamente. No entanto, sob condi¢cfes de agitacdo (600 rpm), 0 Vmax
experimental foi de 120 pL. A fim de se obter maior robustez e melhor compromisso
entre recuperacao e estabilidade da gota, estudou-se a eficiéncia de extracdo com
volumes de gota variando de 30 até 90 L. As gotas foram estaveis e adequadas para

extracdes dinamicas em todos os casos. (2,6,18)

Como mostrado na Figura 2.5, as areas dos picos das SAs e FQs aumentaram
a medida que o volume da gota do extrator aumentou. As respostas analiticas
aumentaram entre 40-60% quando o tamanho da gota passou de 30 para 90 uL. Como
o maior desempenho de extracdo foi obtido com gotas de 90 uL, esse volume foi

selecionado para as seguintes etapas deste estudo.

Figura 2.5 - Efeito do volume da gota na eficiéncia da extracdo da SDME para
a determinacao da SDZ,STZ, SMZ, NOR e ENR.
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3.3 Comparacéo entre os modos de extragdo: dindmico vs estético

Os modos de extracdo estético e dinamico foram descritos anteriormente para
SDME. Em procedimentos estéticos, uma gota de solvente extrator € exposta na
solucdo da amostra (uma unica vez) por um periodo de tempo determinado. Em
experimentos dinamicos, a gota do solvente extrator € exposta na solu¢cdo da amostra
por um curto periodo de tempo e, em seguida, € retirada para o interior da seringa.
Esse procedimento € repetido em varios ciclos de extracdo. Tradicionalmente, a
SDME tem sido executada manualmente e, consequentemente, o modo estético de

extracdo € o mais amplamente relatado na literatura. (20,21)

No modo dinamico, a execucao da sequéncia de ciclos de retirada-exposicéo
pode ser entediante e propensa a erros. A fim de superar estas dificuldades e
investigar o potencial do modo de extracdo dinamica, foi desenvolvido um robd
cartesiano capaz de realizar um grande ndmero de ciclos de retirada-exposicdo em
SDME, com um controle rigoroso e reprodutivel do tempo de exposicdo e o movimento
do émbolo (Figura 2.6). (3)

Figura 2.6 — Sistema automatizado desenvolvido para o preparo de amostra por
SDME.
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3.3.1 Estudo do tempo total de extracao

A otimizacdo do tempo de extragdo € importante para se obter um
comprometimento razodvel entre o desempenho da extracdo e o tempo da andlise. A
guantidade de analito extraido deve aumentar com um tempo de extracdo mais longo,
assim, a eficiéncia maxima de extracdo pode ser obtida sob condi¢des de equilibrio.
No entanto, as condi¢Ges de equilibrio sdo dificilmente atingidas em SDME, uma vez

gue um tempo de extragdo muito longo seria necessario, de acordo com a equacao 3:

Co(t) =Gy, (1 — e_kt) 3)

equ
onde k é constante e depende da area da interface e dos coeficientes de transferéncia
de massa entre a gota e a amostra. (11,12,22)

No modo estético de extracdo, uma relacdo linear entre a quantidade de analito
extraido e o tempo de extracdo foi previamente descrita para gotas com volumes
menores que 20 pL. Neste estudo, utilizando-se uma gota de 90 uL de DCM/AcOEt
(1:1 em volume) e 300 pL de solvente de extracdo total, apenas a ENR mostrou o
comportamento como previamente descrito (Figura 2.7). Para a NOR e todos as SAs
alvo, a quantidade de analito extraido foi inversamente proporcional ao tempo de
extracdo. A ENR é o mais hidrofébico dos analitos investigados (log kow 1.1) e, dessa
forma, o mais propenso a permanecer no solvente organico. Devido a miscibilidade
parcial do AcOEt na 4gua, o volume da gota extratora ndo permanece constante
durante as extracdes estaticas. Provavelmente, o encolhimento do volume da gota
leva a re-solubilizacdo dos analitos mais polares, impedindo seu enriquecimento em
tempos de extracdo mais longos. Portanto, apenas os analitos mais hidrofobicos

permanecem na fase organica, acumulando-se ao longo do tempo. (20)

No modo de extracdo dinamica, uma relacéo linear entre a recuperacdo do
analito e o numero de ciclos de extragdo também foi relatada na literatura. Neste
estudo, observamos um comportamento semelhante para todos os analitos avaliados
(Figura 2.7). Neste caso, o robd foi programado para compensar a perda do solvente
de extracdo devido a solubilidade parcial, o que permitiu manter a area superficial da

gota constante. Por meio da programacao apropriada do robd, foi possivel redefinir a
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posicdo final do émbolo da seringa apds cada ciclo, a fim de usar o solvente
remanescente no cilindro da seringa para reabastecer o solvente re-solubilizado,
mantendo constante o volume da gota ao longo do tempo de extracdo. O resultado
global apresentado na Figura 2.7 mostra uma eficiéncia de extragdo muito superior
para o modo de extracdo dindmica quando comparado ao modo estatico, ante o
mesmo tempo total de duracdo do experimento. (20)

Figura 2.7 — Comparacao entre os modos dinamico e estatico de extracdo (SDME)
para a determinacdo das sulfonamidas e fluoroquinolonas estudadas.
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3.3.2 Estudo do volume total de extracéo

De acordo com a equacao 1, um aumento na extracdo do analito pode ser
alcancado aumentando-se o volume do solvente extrator. Portanto, é possivel
aproveitar ndo s6 o volume da gota, mas também o volume total do solvente carregado
na microseringa, especialmente no modo dinamico de extracdo, uma vez que a
superficie da gota é renovada em cada ciclo, assemelhando-se a uma extracao
liquido-liquido “multibatch” em escala miniaturizada. Para avaliar o efeito do volume
total carregado na microseringa, em associacdo com a extracdo dinamica, dois

volumes diferentes (100 e 300 pL) foram estudados e, as eficiéncias de extracéo
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obtidas nos modos estatico e dindmico foram comparadas utilizando-se um

planejamento fatorial completo 22.

A Figura 2.8 mostra os graficos de Pareto para o planejamento experimental
completo 22. Neles pode-se observar a significancia estatistica de ambos os efeitos e
sua interacdo positiva em relacao as respostas cromatograficas no nivel de confianca
de 95%. Os resultados mostraram que o modo de extracdo dinamica consegue extrair
melhor os analitos nos niveis baixo (100 pL) e alto (300 pL), do solvente total
carregado na seringa. Do mesmo modo, um efeito menor, mas ainda significativo, foi
observado quando o solvente total carregado na seringa passou de 100 para 300 pL
no modo estatico. Em resumo, o aumento do volume total do solvente carregado na
microseringa levou a uma melhora na extracao dos analitos, em ambos os modos de
extracdo. A interacdo positiva de ambos os fatores apontou que as condi¢cdes de
extracdo mais favoraveis foram obtidas por meio da associacdo do modo de extracédo

dindmica e do volume total de extracéo de 300 pL.
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Figura 2.8 — Diagramas de Pareto do planejamento fatorial completo 22 para avaliar o
efeito do volume total de extracdo da SDME. (A) SDZ; (B) STZ; (C)
SMR; (D) NOR; (E) ENR
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3.3.3 Otimizacao do tempo de exposicdo da gotae o numero de ciclos em SDME

dinamico

Em SDME dindmico, um tempo de extragdo curto, um numero reduzido de
ciclos de extracdo, ou ambos, podem afetar negativamente a eficiéncia da extracao.
No entanto, tempos de extracdo prolongados, ciclos de extracdo excessivos, ou
ambos, podem causar a re-diluicdo dos analitos na amostra e o deslocamento da gota.
Assim, o tempo de extracdo e o numero de ciclos em que o equilibrio de extracdo é
atingido devem ser otimizados. Para determinagdo do ndmero 6timo de ciclos e o
tempo de exposicdo da gota, foi realizado um planejamento de composto central.

Todos os experimentos foram feitos aleatoriamente e estdo resumidos na Tabela 2.3.

As superficies de resposta (Figuras 2.9A-2.9E) mostraram que o numero de
ciclos e o tempo de exposicdo Otimos foram diferentes e, estatisticamente
significativos (p <0,05) para todos os analitos. Com o intuito de se obter uma condi¢ao
geral para todos os analitos, os parametros foram observados usando-se uma fungao
de desejabilidade (DF). A funcdo DF permite prever a melhor combinag¢do de nimero
de ciclos e tempo de exposicao da gota, e assim obter os valores maximos de resposta
para os todos os analitos (Figura 2.9F). De acordo com a superficie de resposta da
funcdo desejabilidade, a resposta analitica depende linearmente do tempo de
exposicao e exponencialmente do numero de ciclos. Além disso, a tor¢céo da superficie
de resposta e os graficos de Pareto mostraram uma interacdo positiva entre essas
variaveis, o que significa que a melhor combinacgéo entre os fatores deve levar em

conta a sinergia do numero de ciclos e o tempo de exposi¢éo.

Os modelos mateméticos gerados mostraram que, para cada tempo de
exposicdo da gota, o desempenho maximo de extracdo é obtido proximo dos 100
ciclos de retirada-exposicéo. Por outro lado, quando poucos ciclos de extracdo sao
realizados, o aumento no tempo de exposi¢cao da gota nao leva a uma melhora

significativa na extragéo do analito.
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Figura 2.9 - Superficies de reposta para experimentos de otimizacdo do tempo de

exposicao da gota e o numero de ciclos da SDME. (A) SDZ; B (STZ); C
(SMR); D (NOR); E(ENR); F (funcéo desejabilidade).
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Nas condi¢cBes experimentais testadas, a capacidade maxima de extracéo foi
obtida apds 109 ciclos de retirada-exposicdo da gota e 25 segundos de tempo de
exposicdo. A fim de se evitar um tempo excessivamente longo de preparacdo da
amostra, a condicao de extracdo selecionada para a avaliacdo das figuras de mérito
foi de 70 ciclos de extracédo e 20 segundos de tempo de exposi¢cédo da gota. A Figura
2.10 apresenta um cromatograma de HPLC-UV representativo obtido a partir dessas

condi¢cBes de extracao.

Figura 2.10 — Cromatograma representativo obtido por HPLC-UV para a extracado
dos antimicrobianos alvo (100 pg mL*) em esgoto simulado por DI-
SDME no modo dinamico.
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3.4 Figuras de meérito para avaliacdo do desempenho do método

Apés o desenvolvimento e otimizacdo do método de extragdo por DI-SDME
dindmico, algumas figuras de mérito importantes e constantes de qualquer protocolo
de validacdo analitica foram avaliadas em um sistema online-SPE-LC-MS/MS. Para
avaliar a seletividade do método, uma amostra branco foi submetida ao processo de
extracdo onde foi confirmada a auséncia de interferentes que eluissem no mesmo
tempo de retencdo dos analitos. A Figura 2.11 mostra um cromatograma

representativo da matriz branco fortificada com os antimicrobianos em estudo.
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Figura 2.11 — Cromatogramas representativos apos a extracdo por SDME de uma
amostra branco seguida da fortificacdo com os antimicrobianos

estudados.
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A linearidade e a faixa de trabalho do método DI-SDME para a determinacéo
de SAs em amostras de aguas superficiais foram avaliadas entre 50 e 4.000 ng L1 e,
no caso das fluoroquinolonas, entre 100 e 3.000 ng L. Os coeficientes de correlacéo

(r?) variaram entre 0,989 e 0,998, o que demonstra uma boa correlagdo entre a
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concentragcdo dos analitos e a resposta analitica. As curvas analiticas e as equagdes
gue descrevem a relacdo entre a concentracdo e o sinal analitico sdo apresentadas
na Figura 2.12. O método apresentou um LOD de 15 ng Lt e um LOQ de 50 ng L
para as sulfonamidas e, um LOD de 35 ng L*e um LOQ de 100 ng L' para as

fluoroquinolonas.

Figura 2.12 — Curvas analiticas para as SAs e FQs estudadas.
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A Tabela 2.5 mostra os resultados dos estudos de preciséo intra e interdias os
guais foram expressos em desvio padréo relativo (%DPR). Esses estudos foram feitos
no nivel baixo, médio e alto da curva de analitica. Para as SAs os niveis baixo, médio
e alto foram 80, 1500 e 3500 ng L, respectivamente. No caso das FQs os niveis
baixo, médio e alto foram 150, 750 e 2500 ng L, respectivamente. O método
apresentou uma precisdo satisfatoria, a qual variou entre 2,31 e 12,58%. Foram
considerados como aceitos valores menores que 20% para o nivel baixo e valores

menores do que 15% para os niveis médio e alto.

Tabela 2.5 — Resultados dos estudos de precisdo intra e interdias para os trés niveis
de concentracao avaliados.

Preciséo Precisédo Precisdo
Niveis
Analito Intradia 1 Intradia 2 Interdia
(ng L DPR (%) DPR (%) DPR (%)
80 7,64 12,6 9,32
SDz 1500 3,49 10,5 7,39
3500 10,6 9,12 7,44
80 4,38 10,7 8,11
STz 1500 2,31 3,49 3,05
3500 7,38 12,6 10,1
80 4,48 8,89 6,72
SMR 1500 1,71 5,33 4,70
3500 5,09 2,83 5,52
150 4,33 5,37 5,56
NOR 750 4,89 6,89 6,37
2500 12,6 12,0 11,3
150 3,99 5,44 4,84
ENR 750 6,43 7,15 6,82

2500 4,35 9,35 6,83
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A exatiddo do método foi avaliada nos mesmos niveis de concentracdo
avaliados na precisdo. A exatidao foi satisfatoria e os seus resultados foram expressos
em porcentagem de desvio. Os valores considerados como aceitos foram também
menores que 20% para o nivel baixo e menores que 15% para os niveis médio e alto.
Os resultados para os experimentos de exatidao intra e interdias encontram-se
resumidos na tabela 2.6.

Tabela 2.6 - Resultados dos estudos de exatiddo intra e interdias para os trés niveis
de concentracéo avaliados.

Exatidao Exatidao Exatidao
Niveis
Analito Intradia 1 Intradia 2 Interdia
(M9 L) (%) (%) (%)
80 7,32 5,35 6,34
SDz 1500 3,45 1,03 6,41
3500 1,35 11,5 2,29
80 9,29 1,76 5,52
STz 1500 13,2 10,7 11,9
3500 6,36 1,84 2,26
80 10,8 571 8,24
SMR 1500 0,93 6,55 3,74
3500 0,44 7,52 3,98
150 4,04 2,83 0,60
NOR 750 4,28 1,96 1,16
2500 2,98 1,55 0,71
150 13,8 17,7 15,7
ENR 750 8,77 2,70 5,73

2500 10,0 2,23 3,78
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Finalmente, foram calculados o fator de enriquecimento (EF) e a recuperacéo
da extracdo (ER) (Tabela 2.7). Para a determinacao dos fatores de enriquecimento
foram calculados a raz&o entre a concentracéo do analito na gota apds o processo de
extracdo e a concentracdo do analito na amostra (EF = Cgota/Camostra). A concentracao
na gota foi avaliada com uma curva analitica feita pela injecdo direta dos padrbes em
diclorometano/acetato de etila (50:50 em volume). A recuperacdo da extracdo foi
obtida pelo produto da EF e da raz&o de fases (Vgota/Vamostra) Vezes 100, conforme a

equacao 4.

ER = (-2 ) x100 = (et Zoote ) 100 ()

Namostra amostra Vamostra

Tabela 2.7 — Resultados dos estudos de fator de enriquecimento e recuperacdo da
extragao.

Analitos EF ER (%)

SDZ 15,8 23,7
STZ 17,6 26,4
SMZ 12,0 18,0
NOR 10,5 15,8

ENR 9,00 13,5




Capitulo 2: Microextracdo em gota Unica assistida por rob6 cartesiano 75

3.5 Aplicagdo do método desenvolvido

Como prova do conceito, 0 método desenvolvido foi aplicado na determinacéo
das SAs e FQs alvo em amostras de aguas superficiais na cidade de Sao Carlos —
SP, Brasil. As amostras foram coletadas em trés pontos diferentes os quais estédo
marcados na figura 2.13. Entre os antibioticos avaliados neste estudo, apenas
norfloxacina foi detectada em dois dos trés pontos examinados: ponto 1 (239 ng L) e
ponto 3 (310 ng L™Y).

Adicionalmente, a porcentagem de recuperacdo foi avaliada para essas
matrizes e os resultados encontram-se na Tabela 2.8. Os valores de recuperagao
variaram entre 76,8 e 57,2%. Esses valores tém sido considerados aceitaveis em
microtécnicas de extracdo liquido-liquido de acordo com Rasmussen e Pedersen-
Bjergaard, uma vez que valores de recuperacao acima de 80% sédo incomuns nesse

tipo de microtécnicas. (23)

Figura 2.13 — Localizacao dos pontos de coleta de 4gua (1, 2 e 3) para a determinacéo
de SAs e FQs na cidade de Sao Carlos-SP.
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Tabela 2.8 — Valores de recuperacao para as SAs e FQs alvo em amostras de aguas

superficiais.
Analitos Aguas superficiais
Teorico (ug L™) Encontrado (ug L) Recuperacéo (%)
SDz 25 18,0 72.0
STZ 25 19,2 76,8
SMz 25 16,7 66,8
NOR 25 15,5 62.0
ENR 25 14,3 57,2

4. Conclusodes

O efeito de gotas de grande porte e 0 modo de extracdo (dindmico e estéatico)
foi avaliado de forma abrangente no desempenho da SDME. Para este propdsito,
desenvolvemos um procedimento de extracdo por SDME automatizado, assistido por
um rob6 cartesiano associado a um dispositivo de extracdo capaz de estabilizar
grandes gotas de solvente. O aumento do volume da gota e do volume total do
solvente (carregado na seringa) agiu sinergicamente com o modo dindmico para
aumentar a eficiéncia da extracdo de todos os analitos avaliados. O modo dinamico
interagiu positivamente com o tempo de extracdo e também levou a maiores
eficiéncias de extracdo. Por outro lado, o0 modo estatico ndo mostrou essa interacéo,
especialmente para compostos com um coeficiente de particdo menor. Em relacdo a
eficiéncia de extracdo, foi demostrado a vantagem de se utilizar um volume total maior
gue o proéprio volume da gota, uma vez que o procedimento dindmico resultou na

renovacao gradual do solvente exposto a amostra.

A assisténcia do robd permitiu modular com precisao (i) o numero de ciclos e
(i) a duracdo da exposicdo da gota na amostra, com a vantagem adicional de
compensar o encolhimento da gota com o tempo. Finalmente, uma superficie de
reposta revelou a interagdo dos dois ultimos pardametros (nimero e duracdo dos
ciclos), permitindo selecionar uma condi¢ao 6tima de andalise sob um periodo de tempo

viavel. O uso de ferramentas robadticas de codigo aberto e a fabricacao do dispositivo
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de extracao possibilitaram a melhoria do desempenho analitico em SDME por meio
de uma abordagem inovadora que associa gotas grandes e renovaveis mediante
ciclos de exposicdo. Apos a comprovacéo deste conceito, 0 método foi aplicado com
precisdo, exatiddo, seletividade e sensibilidade apropriadas para a analise de

sulfonamidas e fluoroquinolonas em amostras de 4guas superficiais.
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1. Objetivos

Desenvolver métodos de preparo de amostra automatizados baseados em HF-
LPME hifenados com cromatografia liquida de alta eficiéncia. Para isso foram tracados

0S seguintes objetivos especificos:

» Configurar um robd cartesiano para realizar procedimentos de preparo de amostra
baseados em HF-LPME.

» Acoplar ao rob6 cartesiano uma valvula de trés vias que permitisse 0
acoplamento/hifenacao do preparo de amostra por HF-LPME com o equipamento
de cromatografia liquida (HPLC) com detecc¢édo por fluorescéncia.

» Configurar o robd cartesiano para que uma vez concluido o preparo de amostra

fosse possivel dar inicio a corrida cromatogréafica automaticamente.

» Otimizar as variaveis que pudessem afetar a extracdo de MDMA, MDA e MDEA
por HF-LPME em urina.

» Validar o método desenvolvido, avaliando-se parametros como seletividade,
linearidade, precisdo, exatidao, limite de deteccado, limite de quantificacdo e
recuperacao.

» Aplicar o método desenvolvido em amostras de urina cedidas pelo Laboratério de

Toxicologia Analitica de Campinas (LTA-CIATox de Campinas).
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2. Materiais e métodos

2.1 Padrdes e reagentes

Foram utilizadas solucdes-padréo de 3,4-metilenodioximetanfetamina (MDMA),
3,4-metilenodioxianfetamina (MDA) e 3,4-metilenodioxietilanfetamina (MDEA), todas
na concentracéo de 1 mg mL*dissolvidas em metanol, cujos padrées foram adquiridos
da Cerilliant (Round Rock, TX, USA).

Como solventes extratores foram testados 1-octanol, 1-nonanol e 1-decanol
todos grau de analise cromatogréfica, adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
EUA). Para ajustar o pH da amostra (urina) foi empregado NaOH adquirido da
Mallinckrodt Chemicals (Xalostoc, Edo de Mex, México).

Para as extracdes por HF-LPME foram empregadas fibras de polipropileno
(Accurel® PP Q3/PP2) com tamanho nominal de poro de 0,2 ym, 70% de porosidade,
até 20 centimetros de comprimento, didmetro interno de 535 ym e uma espessura de
200 um.

2.2 Instrumentacdo e condi¢cBes analiticas

No acoplamento on-line da HF-LPME com a cromatografia liquida de alta
eficiéncia foi empregado um robd cartesiano construido no Grupo de Cromatografia
(CROMA) do Instituto de Quimica de S&o Carlos (IQSC) o qual foi descrito
recentemente por Medina e colaboradores. (1) Também, foi empregado um HPLC
série Prominence 20A da Shimadzu (Kyoto-Japao). O robé cartesiano foi equipado
com uma valvula solendide de trés vias da NResearch Inc. conectada a parte inferior
de uma microsseringa gastight 1750 (Hamilton, EUA) de 100 pL através de uma porca
dupla de PTFE construida no laboratério (Figura 3.1). Para controlar a valvula e dar
inicio a corrida cromatografica, foram empregados dois relés de 10 A (Songle ®)
(Figura 3.2).



Capitulo 3: Microextracdo por fibra oca on-line assistida por rob6 cartesiano 84

Figura 3.1 — Fotografia do acoplamento da microsseringa com a valvula solenéide de
trés vias.

Figura 3.2 - Foto dos médulos de relé usados para o controle da valvula e o inicio da
corrida cromatografica.

O HPLC usado era composto por duas bombas LC-20AD, um desgaseificador
DGU-20AS, um amostrador automatico SIL-20AC, um forno cromatografico CTO-20A,
um detector de fluorescéncia RF-10A XL, um modulo de comunicagdo CBM-20A e
uma valvula seletora de seis portas e duas posi¢des. Os analitos foram separados em
uma coluna analitica Kinetex XB-C18 (100 mm x 2,1 mm; 2,6) da Phenomenex; agua
ultrapura (A) e metanol (B) foram escolhidos como fase mével. Uma eluig&o isocratica
com 6% de metanol foi programada durante 9 minutos. De 9 a 13 minutos a
concentragdo de metanol foi incrementada linearmente até 60%. De 13 a 14,5 minutos

a concentracdo de metanol foi incrementada linearmente até 100% e se manteve em
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100% por dois minutos, finalmente, o gradiente retornou a condicédo inicial em 30
segundos e se manteve assim ao longo de 4 min. A temperatura do forno foi mantida

em 42°C e a vazdo em 0,3 mL min-,

2.3 Otimizacao univariada do procedimento de extracéo

Apo6s o acoplamento da valvula solendide de trés vias no rob6 cartesiano e dos
relés que permitem o giro da valvula e o inicio da operacédo do HPLC, foram avaliados
de forma univariada: o efeito do solvente de extracdo, o efeito da velocidade de
agitacdo e o efeito da adicdo de sal. Os solventes de extracao testados foram 1-
octanol, 1-nonanol e 1-dodecanol; o efeito da velocidade de agitacéo foi avaliado em
0, 750 e 1000 rpm; para avaliar o efeito da adicdo de sal, foi adicionado NaCl na urina

em trés quantidades diferentes: 0, 25 e 50% (m/v).

2.4 Otimizagado multivariada do volume de solvente e do tempo de extracao

A fim de garantir a melhor resposta analitica possivel, o volume de solvente
extrator e o tempo de extracdo foram otimizados com ajuda de um planejamento
composto central. Os experimentos foram realizados na regido experimental entre 50
(-V2) e 100 (+ v2) microlitros de solvente extrator e 5 (-\V2) e 20 (+ V2) minutos de
extragdo, com triplicata no ponto central. Os experimentos foram realizados de
maneira aleatodria e estdo descritos na Tabela 3.1. Para o processamento dos dados
foi empregado o software STATISTICA 10 (StatSoftinc, Tulsa, EUA, 2011).
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Tabela 3.1 — Planejamento experimental para a otimizagcdo do volume do solvente
extrator e o tempo de extracao.

Experimento Volume (uL) Tempo (min)
Normal Real Normal Real
1 -1 57.4 -1 7.2
2 1 92.6 -1 7.2
3 -1 57.4 1 17.8
4 1 92.6 1 17.8
5 0 75 0 12.5
6 0 75 0 12.5
7 0 75 0 12.5
8 -1.41 50 0 12.5
9 0 75 -1.41 5
10 1.41 100 0 12.5
11 0 75 1.41 20

2.5 Procedimento de extracdo por HF-LPME

Inicialmente, a fibra foi cortada em pedacos de 10 cm e inserida no formato de
n6é como mostrado na Figura 3.3A. Para fixar a fibra no frasco de amostra foi
construido um disco em politetrafluoroetileno (PTFE) de 20 mm de diametro externo e
1 mm de espessura. No disco, foi fixado um tubo de aco inox e, uma ponteira de
micropipeta (5 a 200 uL) foi adaptada para conectar a ponta da microsseringa com a
fibra de extracdo (Figura 3.3A). O disco encaixa-se entre a tampa e a borda do frasco

da amostra o que deixa a fibra “flutuando” no interior do frasco (Figura 3.3B).
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Figura 3.3 — Montagem experimental da fibra e o frasco de amostra para a extracao
por HF-LPME automatizada.

Para o preparo de amostra por HF-LPME, 8 mL de urina, 500 pL de uma
solucdo aquosa de hidréxido de sodio 2 M e um agitador magnético (1 cm de
comprimento) foram transferidos ao reservatorio da amostra. Posteriormente, o robd,
gue estava equipado com uma microsseringa gastight 1750 (Hamilton, EUA) de 100
ML, encheu a seringa com o solvente de extragdo e o acoplamento entre a agulha da

microsseringa e a ponteira da micropipeta adaptada foi feito manualmente.

Com o sistema acoplado (Figura 3.4), o robé movimentava o émbolo da seringa
para preencher a fibora com o solvente de extracdo. Assim, o solvente € exposto na
amostra pelo tempo determinado e, uma vez que o tempo termina, o extrato é
recolhido para o interior da microsseringa. Em seguida, o relé que controla a valvula
solendide é acionado e a valvula muda de posicéo; apds essa etapa, 0 émbolo da
seringa desce e o0 extrato é direcionado para o sistema cromatografico, onde preenche
uma alca de amostragem de 2 uL que se encontra conectada na valvula de seis portas.
Finalmente, o rob6 aciona o segundo relé e a corrida cromatografica € iniciada. No
inicio da corrida cromatografica a fase moével passa pela alca de amostragem
direcionando o0 extrato para a coluna analitica onde os analitos sdo separados e
finalmente detectados. Na Figura 3.5 é apresentado um esquema ilustrativo do
preparo de amostra por HF-LPME automatizado.
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Figura 3.4 — Robd cartesiano configurado para o preparo de amostra por HF-LPME.

Figura 3.5 - Esquema ilustrativo do procedimento de extracdo por HF-LPME
automatizada.

——
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2.6 Avaliacao das figuras de meérito

A avaliacdo das figuras de mérito foi feita seguindo-se o guia de validacao do
“Scientific Working Group for Forensic Toxicology” (SWGTOX). Os parametros
escolhidos para avaliacdo foram: seletividade, limite de deteccdo (LOD), limite de
guantificacdo (LOQ), precisdo (intra e interdias), exatiddo (intra e interdias) e
integridade da diluicdo. Durante a avaliacdo das figuras de mérito foi utilizada como

amostra-branco uma mistura de 50 mL de urina de dez pessoas diferentes. (2)

Para a avaliacdo da seletividade a amostra branco foi submetida ao processo
de extracdo por HF-LPME e posterior analise por HPLC, com o intuito de observar a
presenca de interferentes co-eluindo no tempo de retencdo dos analitos. O LOD foi
estabelecido como a concentracdo dos analitos que produzisse um sinal 3 vezes

superior ao ruido na regiao do respectivo pico cromatografico.

Para a avaliacdo da linearidade, a amostra-branco foi fortificada em seis niveis
de concentracéo (30, 50, 100, 250, 500 e 1000 ug L1), sendo cada nivel extraido e
analisado em quintuplicata no sistema HF-LPME on-line proposto. Para a escolha do
melhor modelo mateméatico que descrevesse a relacdo sinal analitico-concentragcéo
foram avaliados os modelos de calibragédo ponderada sugeridos por Kiser e Dolan e,
também por Almeida e colaboradores. A escolha do melhor modelo foi baseada na
somatodria dos residuos absolutos, na avaliacao visual do grafico de residuos e no

valor do coeficiente de determinacgéo (R?). (3,4)

Para o calculo da preciséo (intra e interdias) e da exatidao (intra e interdias) a
matriz branco foi fortificada em 3 niveis de concentracdo (90, 200 e 800 ug L?) as
guais foram analisadas em quintuplicata e em dois dias diferentes; os dados de

precisdo foram expressos em termos de termos de desvio padréo relativo (%DPR).

Para a andlise da integridade da diluigdo uma amostra-branco foi fortificada em
4000 pg L e diluida 750 pg L; a amostra diluida foi analisada em quintuplicata e

calculada a preciséo e a exatiddo do metodo.
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2.7 Amostras

Duas amostras fornecidas pelo laboratério LTA-CIATox de Campinas, da
Faculdade de Ciéncias Médicas da Unicamp foram analisadas. As amostras foram
congeladas durante aproximadamente seis meses (tempo do desenvolvimento do
método) e analisadas em triplicata da mesma maneira que as amostras-branco

fortificadas.

3. Resultados e discusséo

3.1 Acoplamento do robd cartesiano com o HPLC

Geralmente, a extracdo por HF-LPME é feita manualmente e seguindo as
seguintes etapas: (i) imobilizacdo do solvente organico nos poros da fibra; (ii) imersao
da fibra na amostra; (iii) transferéncia do extrato para o interior da seringa; (iv)
transferéncia do extrato para o vial de injecao; e (v) injecdo da amostra. Contudo, a
execucao manual de técnicas miniaturizadas de preparo de amostra além de resultar
em métodos bastante trabalhosos, pode gerar também baixa reprodutibilidade, baixa

confiabilidade e baixa frequéncia analitica. (5,6,7)

No entanto, até a década passada, automatizar e hifenar as técnicas de preparo
de amostra com as técnicas de analise requeria equipamentos de alto custo e
conhecimentos especializados. Assim, este tipo de desenvolvimento analitico estava
restrito a grandes companhias e/ou laboratérios com a capacidade de financiar esse

tipo de pesquisas. (8,9)

Na atualidade, a automatizacdo das técnicas de preparo de amostra e a sua
hifenacdo com as técnicas de andlise tornou-se possivel empregando-se diversas
estratégias analiticas, destacando-se aquelas executadas com ferramentas de
robdtica open source. Essas ferramentas estdo permitindo automatizar métodos
analiticos de uma maneira simples e econémica, s6 com conhecimentos basicos de
eletronica e robotica. (1,10,11,12)
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Sendo assim, para automatizar e hifenar o preparo de amostra por HF-LPME
com a cromatografia liquida de alta eficiéncia foi instalado no robd cartesiano uma
valvula solendide de trés vias e dois relés. A valvula solendide permite direcionar o
solvente de extracdo (depois de realizada) para o sistema cromatogréafico. Por sua
vez, 0s relés sao dispositivos eletromagnéticos que quando estimulados por uma
corrente elétrica permitem abrir ou fechar um circuito, permitindo, assim, o
acionamento da valvula solendide e também o inicio da corrida cromatogréfica. Para
o inicio da corrida cromatografica, um dos relés foi ligado ao sistema de injecao
manual da amostra no HPLC de maneira que ao acionar o relé é possivel simular o
sistema de inje¢cdo manual do HPLC e dar inicio a corrida cromatografica. A Figura 3.6
apresenta um esquema ilustrativo da configuracdo eletrdbnica empregada para

automatizar a analise e o preparo de amostra por HF-LPME. (13)

Figura 3.6 — Esquema representativo da configuracéo eletronica para o acoplamento
entre o rob6 cartesiano e o HPLC. (a) Valvula Solendide; (b-c) Relés; (d,
g-j) Pontes H L298N; (e) Motor DC; (k-n) Motores de passo. (13)

Y934 outnpay

Autoria: Vargas, D. 2018.
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3.2 Otimizacgédo univariada do procedimento de extracao

3.2.1 Efeito do solvente de extracao

Dentre os parametros a serem otimizados em HF-LPME, o solvente de extracéo
€ determinante na eficiéncia da extracdo. No caso da configuracao binaria, o solvente
de extracao fica dentro do limen da fibra e nos poros da mesma. Sendo assim, um
solvente adequado para a extracdo de anfetaminas em urina deve ser insollvel e,
apresentar boa seletividade e alta eficiéncia de extragao dos analitos. Neste estudo, 0
preparo de amostra por HF-LPME e as andlises cromatograficas foram acopladas
usando-se uma valvula solendide de trés vias, porém, o solvente de extracao precisa

também ser compativel com a cromatografia liquida. (14,15,16,17)

Para a extracdo de anfetaminas em urina foram testados 1-octanol, 1-nonanol
e 1-dodecanol. A melhor eficiéncia de extracdo foi obtida com 1-octanol e,
consequentemente, este foi usado como solvente extrator. A Figura 3.7 apresenta as
areas relativas de extracao para cada analito com os trés solventes testados. Nela é
possivel se observar que a eficiéncia de extracdo com 1-octanol € aproximadamente
40% maior do que com o 1l-decanol para todos os analitos. Também € possivel se
observar que a eficiéncia de extracdo com 1-octanol é aproximadamente 40% superior
para MDMA e MDEA e, aproximadamente 30% maior para MDA quando comparada

com a eficiéncia de extracdo do 1-nonanol.
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Figura 3.7 — Efeito do solvente extrator sobre a eficiéncia de extracao por HF-LPME
de anfetaminas em amostras de urina.
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3.2.2 Efeito davelocidade de agitacdo da amostra na eficiéncia da extracao por

HF-LPME de anfetaminas em amostras de urina

Em HF-LPME a superficie de contato entre a amostra e o solvente extrator esta
limitada pela presenca da fibra, isto €, a area de contato entre as duas solugcdes é
apenas a somatoria das areas dos poros da fibra, resultando em uma superficie de
contato relativamente pequena. Sendo assim, a agitacao da amostra € um fator que
permite ndo sé o favorecimento da eficiéncia da extracdo, mas também a diminuicéo
do tempo da extracdo. Por outro lado, a presenca da fibra oca permite taxas de
agitagdo mais vigorosas, e a renovagdo com maior eficiéncia da camada de amostra
estagnada que fica ao redor da fibra, assegurando a exposicao continua de amostra
“fresca” ao solvente de extracdo. No entanto, taxas de agitacdo muito elevadas podem
gerar bolhas de ar que ficam aderidas na superficie da fibra e podem impedir a
transferéncia de massa. (18,19)

Para a extragdo de MDA, MDEA e MDMA em urina foram avaliadas trés
velocidades de agitacdo: 0, 750 e 1000 rpm. Como apresentado na Figura 3.8 a
eficiéncia da extracdo aumentou com o aumento da taxa de agitacdo. E possivel se
observar que quando a amostra é agitada a 1.000 rpm a eficiéncia de extracao

aumenta aproximadamente 80% para o MDMA e o MDEA e, aproximadamente 70%
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para o MDA, quando comparado com a amostra sem agitacao. Por outro lado, embora
nao existam diferengas significativas entre a eficiéncia de extragédo com 750 e 1.000
rom as melhores éareas relativas foram obtidas com 1000 rpm. Consequentemente,

essa foi a taxa de agitacdo selecionada para experimentos futuros.

Figura 3.8 — Efeito da velocidade de agitacdo da amostra por HF-LPME
de anfetaminas em amostras de urina.
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3.2.3 Efeito da adi¢ao de sal

A adicdo de NaCl em microextracdes liquido-liquido pode gerar diferentes
efeitos dependendo dos compostos-alvo e das caracteristicas da amostra. Em alguns
casos, a adicdo de sal em HF-LPME tem causado melhoras na eficiéncia de extracao,
devido ao fato de que a forca iGnica da amostra aumenta e, consequentemente,
decresce a solubilidade dos analitos na fase aquosa e aumenta a sua particao na fase
organica. Por outro lado, a adicdo de NaCl pode mudar as propriedades fisicas do
filme de difusdo de Nernst, 0 que na maioria dos casos diminui a difusdo dos analitos
para o solvente de extracdo. Assim, dependendo do fator predominante, a adicdo de

NaCl na amostra pode aumentar ou diminuir a eficiéncia da extracdo. (19)



Capitulo 3: Microextracdo por fibra oca on-line assistida por rob6 cartesiano 95

Para se avaliar o efeito da adicdo de NaCl foram testadas trés quantidades: O,
25 e 50% (m/v). Como mostrado na Figura 3.9, a adicao de sal ndo teve um impacto
significativo na eficiéncia de extracdo para nenhum dos analitos, possivelmente,
porque nenhum dos fatores antes mencionados foi predominante. Deste modo, 0s

experimentos seguintes foram feitos sem a adicao de sal.

Figura 3.9 - Efeito da adicdo de NaCl sobre a eficiéncia de extracdo de anfetaminas
em urina por HF-LPME.
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3.3 Otimizacao multivariada do tempo e do volume de extracao

O tempo de extracdo e o volume de solvente extrator sdo fatores muito
importantes em HF-LPME. Um tempo de extracdo muito curto pode nao ser suficiente
para alcancar os limites de detecc¢ao e quantificacdo desejados, por outo lado, tempos
de extracdo muito longos podem ocasionar a perda do solvente e a formacgéo de
bolhas de ar que ao se depositar na fibra podem diminuir a eficiéncia da extracédo.
Além disso, tempos de extragdo muito longos estdo na contraméo das técnicas de
preparo de amostra modernas, as quais visam o desenvolvimento de métodos que
permitam uma elevada frequéncia analitica. Neste estudo, procurou-se trabalhar com
tempos de preparo de amostra compativeis com a separagdo cromatografica. Assim,
enquanto o cromatografo liquido analisa uma amostra, o rob6 prepara a seguinte,

conferindo-se ao método uma elevada frequéncia analitica. (20)
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Geralmente, em microtécnicas de extracao liquido-liquido aumentos no volume
do solvente extrator incrementam a eficiéncia da extracdo. No entanto, volumes muito
grandes podem causar a diluicdo do analito o que levaria a diminuicao do fator de pré-
concentracdo. Por outro lado, volumes muito baixos de solvente extrator podem
resultar em baixos limites de detecc¢do e quantificacao, inviabilizando o método. Neste
estudo, o volume e o tempo de extragcdo foram otimizados com um planejamento
composto central, no qual os experimentos realizados foram feitos de maneira

aleatoria e estdo resumidos na Tabela 3.1.

Na Figura 3.10, sdo apresentadas as superficies de resposta para o
planejamento experimental realizado. Nelas é possivel se observar que, na faixa
experimental, o melhor sinal analitico € obtido com o maior volume de solvente
extrator, ou seja 100 pL. Ao mesmo tempo as superficies de resposta mostraram que
20 minutos é o tempo 6timo para a extracdo dos analitos. A funcédo desejabilidade
confirma que a condi¢do 6tima de extracdo € de 100 pL de solvente extrator e 20
minutos de extracdo. Porém, sendo que o0s analitos sdo separados
cromatograficamente em 14 minutos, ndo é muito conveniente ter preparos de
amostra com tempos superiores. Assim, o tempo de extragdo foi definido em 14

minutos e o volume de solvente extrator como 100 pL.
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Figura 3.10 — Superficies de resposta para experimentos de otimizacdo do tempo de

extracdo e o volume de extracdo. Analitos: (A) MDA; (B) MDEA; (C)
MDMA,; (D) func&o desejabilidade.
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3.4 Figuras de mérito

Apo6s o acoplamento do robd cartesiano com o sistema cromatogréafico e a
otimizacdo do processo de extracdo, foram avaliadas algumas figuras de mérito
comum de protocolos de validagcdo analitica. A seletividade do método foi avaliada
pela extracdo de uma amostra-branco a qual foi submetida ao processo de extracao
e onde se confirmou a auséncia de interferentes co-eluindo no tempo de retencéo dos
analitos. Embora tenha sido observada a presenca de um pico com um tempo de
retencdo de 3,3 minutos, isto ndo afetou a seletividade do método, pois 0 composto
enddgeno da urina apresenta um tempo de retencao diferente dos analitos. A Figura
3.11 mostra um cromatograma representativo da matriz utilizada como branco depois
do procedimento de fortificagdo e extragdo com as anfetaminas estudadas, na
concentracédo de 100 ng mL™.

Figura 3.11 - Cromatograma representativo obtido apds a extracdo da amostra de
urina utilizada como branco fortificada na concentragdo 100 ng mL™,
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O método apresentou um LOD de 3 ng L' para o MDA e o MDMA e, de 2 ng
mL* para o MDEA. A faixa linear do método foi avaliada entre 30 (LOQ) e 1000 ng
mL1; essa faixa foi escolhida pois o “cut off” das anfetaminas em urina é de 200 ng

mL1. O “cut off” & o nivel de concentracdo definido para se determinar se uma amostra

€ considerada positiva ou negativa para a presenca de um analito. (21)
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Na avaliacdo da linearidade, observou-se que os residuos para as curvas de
calibragdo n&o ponderadas eram superiores a 20% para o MDA e o MDEA no primeiro
nivel de concentracdo (Tabela 3.2). Sendo assim, foram avaliados os modelos de
calibracdo ponderada sugeridos por Almeida e colaboradores. Os modelos de
calibracdo ponderada avaliados foram: X0° X3t X2 X3, YO5Y1l Y2e Y3 A
ponderacdo das curvas de calibracdo permitiu desenvolver equacdes mateméticas
mais ajustadas, nas quais os residuos que 20 e 15%, para 0s niveis baixo e alto,

respectivamente (Figura 3.12). (3,4)

A Tabela 3.2 mostra os valores do coeficiente angular, o coeficiente linear, o
coeficiente de determinacdo e a somatdria de residuos absolutos para cada
ponderacédo. Para a escolha do melhor modelo (destacado em negrito na tabela 2), foi
levado em conta 0 modelo com a menor somatéria de residuos e, o modelo no qual
0s residuos estivessem abaixo de 20 e 15%, para os niveis baixos e alto,

respectivamente.

Na Figura 3.12 séo apresentados os gréaficos de residuos para o modelo sem
ponderacdo e o modelo ponderado. E possivel se observar que os modelos
ponderados melhoram consideravelmente o valor dos residuos para todos os analitos.
Na Figura 3.13 sdo apresentadas as curvas analiticas para as anfetaminas analisadas,
junto com as equacodes dos modelos ponderados escolhidos.

A precisdo do método esta apresentada na tabela 3.3 e € expressa em termos
de desvio padrao relativo (%DPR). A precisdo foi calculada em trés niveis de
concentragdo: baixo, médio e alto (90, 200 e 800 ug L*). O método apresentou valores
de DPR entre 2,69 e 9,10%, os quais estdo dentro dos parametros estabelecidos para

analises toxicologicas.

A Tabela 3.4 mostra os valores de exatiddo para o método desenvolvido.
Segundo a SWGTOX, o valor maximo permitido para os experimentos de exatidéo é
de 20%; sendo assim, é possivel concluir que o método apresenta exatiddo adequada

para analises toxicologicas. (2)
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Tabela 3.2 — Valores do coeficiente angular (a), coeficiente linear (b), coeficiente de
determinacdo (R?) e a somatodria dos residuos (> %RE) para o modelo
sem ponderacdo (1) e os modelos ponderados (X0° X1, X2, X3, Y05,

Y1, Y2, Y-3) sugeridos por Almeida e colaboradores. (4)

Composto | Peso (w) a b R? > %RE
1 -6579,95 1844,33 0,995367 305,48

X-0.5 -15135,6 1865,201 0,9959 241,18

X1 -19140,3 1883,378 0,9954 218,31

X2 -23525,6 1934,78 0,9862 197,12

MDA X3 -30203,8 2089,753 0,9570 242,31
Y05 -16622 1865,34 0,9965 232,75

Y1 -21415 1883,67 0,9954 205,55

Y-2 -26684 1944,34 0,9844 183,64

Y-3 -32674 2100,04 0,9526 244,04

1 -24426,8 2256,79 0,9969 191,14

X05 -28868,1 2268,09 0,9973 166,68

X1 -30134,5 2274,53 0,9968 164,16

X2 -30967,1 2284.29 0,9904 163,10

MDMA X3 -34557,7 2367,62 0,9671 180,71
Y05 -29673 2267,45 0,9974 164,58

Y1 -31377 2272,75 0,9968 160,86

Y-2 -33393 2288,48 0,9876 157,82

Y-3 -37667 2393,49 0,9504 188,69

1 -22822,6 2954.84 0,9983 209,41

X05 -31505,5 2976,02 0,9983 169,14

X1 -35568,6 2994,46 0,9978 152,43

X2 -40048 3046,97 0,9912 146,60

MDEA X3 -47083 3210,22 0,9676 184,21
Y05 -33250 2977,58 0,9984 161,61

Y1 -38256 2997,59 0,9978 146,09

Y-2 -44147 3066,56 0,9887 145,48

Y3 -51550 3256,04 0,9544 195,00
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Figura 3.12 — Graficos de residuos para a extra¢do de anfetaminas em urina por HF-
LPME automatizada. Esquerda: modelos sem ponderacdo; direita:
modelos ponderados.
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Figura 3.13 — Curvas analiticas para a extracdo de anfetaminas em urina por HF-
LPME automatizada.
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Tabela 3.3 - Resultados dos estudos de precisao intra e interdias para os trés niveis
de concentragao avaliados.

Niveis Preciséo Preciséo Precisdo
Analito (ug LY Intradia 1 Intradia 2 Interdia
DPR (%) DPR (%) DPR (%)
90 5,78 2,81 4,81
MDA 200 6,15 3,64 4,91
800 7,13 9,15 8.02
90 5,55 2,69 4,61
MDMA 200 6,02 3,57 4,82
800 7,09 9,10 7,99
90 4,55 6,39 5,23
MDEA 200 7,25 4,05 7,27

800 4,19 7,44 9,15
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Tabela 3.4 - Resultados dos estudos de exatid&o intra e inter-dias para os trés niveis
de concentracéo avaliados.

_ Niveis Exatidéo Exatidéo Exatidf’?lo
Analito L) Intradia 1 Intradia 2 Interdia
(g DPR (%) DPR (%) DPR (%)

90 1,71 2,22 0,250

MDA 200 3,83 5,87 4,85

800 5,39 1,70 3,55

90 10,2 13,6 11,9

MDMA 200 16,9 18,6 17,8

800 19,5 16,3 17,9

90 12,1 12,1 12,1

MDEA 200 9,68 17,2 13,4

800 3,12 15,7 9,41

Para se estimar o fator de enriquecimento (EF), foi calculada a razdo entre a
concentracdo dos analitos na fibra apds a extracdo e na urina antes do procedimento
de extracdo. Para quantificar a concentracédo dos analitos na fibra, uma curva analitica
foi construida pela injecao direta das solucfes padréao dos analitos em 1-octanol. Para
se estimar a recuperacéo da extragcédo (ER), foi calculado o produto do EF e da razao
entre os volumes das fases, vezes 100. Nas equagbes 1 e 2 sdo apresentados o0s
célculos do fator de enriguecimento e da recuperacdo da extracdo. Os valores para o
ER oscilaram entre 17,7 e 19,5% e séo apresentados na tabela 3.5. De acordo com
Rasmussen e Pedersen-Bjegaard esses valores sdo considerados aceitaveis em

microtécnicas de extracdo, incluindo SPME, SBSE, MEPS entre outras. (22)

EF = (Ctibra/ Camostra) (1)
— Nfibra _ Cfibra Vfibra
Ek = (namostra) *¥100 = ( amostra Vamostra) *100 (2)
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Tabela 3.5 — Estimativas do fator de enriquecimento e recuperagao da extragao.

Analitos EF  RF (%)

MDA 14,2 17,7
MDEA 14,8 18,5

MDMA 15,6 19,5

3.5 Analises de amostras reais

O método desenvolvido foi testado na andlise de duas amostras reais
fornecidas pelo LTA-CIATox de Campinas, da Faculdade de Ciéncias Médicas da
Unicamp. A andlise das amostras foi feita em triplicata e, embora fosse possivel
detectar a presenca dos trés analitos nas duas amostras, a concentragao deles estava
abaixo da faixa linear da curva analitica, ou seja, a concentracdo de todos os analitos
foi inferior ao LOQ de 30 ng mL™1. Considerando-se que o “cut-off’ para anfetaminas é
de 200 ng mL™, pode-se concluir que o teste para a determinacéo de anfetaminas em
urina para as duas amostras reais foi considerado negativo. A Figura 3.14 mostra 0s

cromatogramas obtidos para as duas amostras reais.
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Figura 3.14 -Cromatogramas obtidos para a extracdo de anfetaminas por HF-LPME
para as duas amostras reais de urina.
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4. Conclusodes

O acoplamento do preparo de amostra por HF-LPME com a cromatografia
liguida de alta eficiéncia foi realizado com sucesso através de um robd cartesiano o
gual foi adaptado uma valvula solendide de trés vias. O sistema foi testado na andlise
de anfetaminas em urina, a qual é considerada como uma amostra de alta
complexidade. Alguns parametros do processo de extracdo foram avaliados e
otimizados, resultando em um método de andlise que permite a limpeza da amostra,

a extracao, a separacao e a deteccdo dos analitos em aproximadamente 17 minutos.

O método desenvolvido ndo s6 permitiu uma elevada frequéncia analitica, como
também apresentou seletividade, linearidade, exatiddo e precisdo adequadas para
uma andlise toxicologica. Assim, foi demonstrado que com o0 uso das atuais
ferramentas de roboética e, com conhecimento basico da configuracdo e operacao
destas ferramentas é possivel automatizar métodos analiticos que historicamente se
caracterizaram por serem demorados, tediosos e exigirem analistas experientes,

convertendo-os em métodos simples, rapidos e completamente automatizados.



Capitulo 3: Microextracdo por fibra oca on line assistida por rob6 cartesiano 107

Referéncias

1 MEDINA, D. A. V.; CABAL, L. F. R.; LANCAS, F. M.; SANTOS-NETO, A. J.
Sample treatment platform for automated integration of microextraction
techniques and liquid chromatography analysis. HardwareX, v. 6, p. 1-16,
2019.

2 SCIENTIFIC WORKING GROUP FOR FORENSIC TOXICOLOGY
(SWGTOX). Standard Practices for Method Validation in Forensic Toxicology.
Journal of Analytical Toxicology, v. 37, p. 452—-474, 2013.

3 KISER, M. M.; DOLAN, J. W. Selecting the Best Curve Fit. LCGC, v. 22, n. 2,
p. 2-5, 2004.

4 ALMEIDA, A. M.; CASTEL-BRANCO, M. M.; FALCAO, A. C. Linear
regression for calibration lines revisited: Weighting schemes for bioanalytical
methods. Journal of Chromatography B: Analytical Technologies in the
Biomedical and Life Sciences, v. 774, n. 2, p. 215-222, 2002.

5 ALEXOVIC, M.; HORSTKOTTE, B.; SOLICH, P.; SABO, J. Automation of
static and dynamic non-dispersive liquid phase microextraction. Part 2:
Approaches based on impregnated membranes and porous supports.
Analytica Chimica Acta, v. 907, p. 18-30, 2016.

6 XIONG, J.; CHEN, J.; HE, M.; HU, B. Simultaneous quantification of
amphetamines, caffeine and ketamine in urine by hollow fiber liquid phase
microextraction combined with gas chromatography-flame ionization detector.
Talanta, v. 82, n. 3, p. 969-975, 2010.

7 RASMUSSEN, K. E.; PEDERSEN-BJERGAARD, S.; KROGH, M.; UGLAND,
H. G. Development of a simple in-vial liquid-phase microextraction device for
drug analysis compatible with capillary gas chromatography, capillary
electrophoresis and high-performance liquid chromatography. Analytica
Chimica Acta, v. 873, p. 3-11, 2000.

8 OUYANG, G.; ZHAO, W.; PAWLISZYN, J. Automation and optimization of



Capitulo 3: Microextracdo por fibra oca on line assistida por rob6 cartesiano 108

liquid-phase microextraction by gas chromatography. Journal of
Chromatography A, v. 1138, n. 1-2, p. 47-54, 2007.

9 ESRAFILI, A.; YAMINI, Y.; GHAMBARIAN, M.; EBRAHIMPOUR, B.
Automated preconcentration and analysis of organic compounds by on-line
hollow fiber liquid-phase microextraction-high performance liquid

chromatography. Journal of Chromatography A, v. 1262, p. 27-33, 2012i.

10 MEDINA, D. A. V.; RODRIGUEZ CABAL, L. F.; TITATO, G. M.; LANCAS, F.
M.; SANTOS-NETO, A. J. Automated online coupling of robot-assisted single
drop microextraction and liquid chromatography. Journal of Chromatography
A, v. 1595, p. 66-72, 2019.

11 SRAMKOVA, |.; HORSTKOTTE, B.; SOLICH, P.; SKLENAROVA, H.
Automated in-syringe single-drop head-space micro-extraction applied to the
determination of ethanol in wine samples. Analytica Chimica Acta, v. 828, p.
53-60, 2014.

12 SRAMKOVA, I. H.; HORSTKOTTE, B.; FIKAROVA, K.; SKLENAROVA, H.;
SOLICH, P. Direct-immersion single-drop microextraction and in-drop stirring
microextraction for the determination of nanomolar concentrations of lead using
automated Lab-In-Syringe technique. Talanta, v. 184, n. January, p. 162-172,
2018.

13 MEDINA, D. A. V. Aplicacdes de roboética open-source na automatizacéao do
preparo de amostra para analise cromatografica de compostos organicos. Tese
(Doutorado) - Instituto de Quimica de S&o Carlos, Universidade de S&o
Paulo, Sdo Carlos, 2019.

14 ALSHARIF, A. M. A.; TAN, G. H.; CHOO, Y. M.; LAWAL, A. Efficiency of
hollow fiber liquid-phase microextraction chromatography methods in the
separation of organic compounds: A review. Journal of Chromatographic
Science, v. 55, n. 3, p. 378-391, 2017.

15 MERIB, J.; CARASEK, E. Microextracao em fase liquida suportada com
fibra oca ( HF-LPME ): Fundamentos e aplica¢des recentes. Scientia
Chromatographica, v. 5, n. 4, p. 249-262, 2013.

16 GHAMBARIAN, M.; YAMINI, Y.; ESRAFILI, A. Developments in hollow fiber



Capitulo 3: Microextracdo por fibra oca on line assistida por rob6 cartesiano 109

based liquid-phase microextraction: Principles and applications. Microchimica
Acta, v. 177, n. 3-4, p. 271-294, 2012.

17 DA COSTA, J. L.; CHASIN, A. A. D. M. Determination of MDMA, MDEA and
MDA in urine by high performance liquid chromatography with fluorescence
detection. Journal of Chromatography B: Analytical Technologies in the
Biomedical and Life Sciences, v. 811, n. 1 SPEC. ISS., p. 41-45, 2004.

18 CHAO, Y.Y.; TU, Y. M.; JIAN, Z. X.; WANG, H. W.; HUANG, Y. L. Direct
determination of chlorophenols in water samples through ultrasound-assisted
hollow fiber liquid-liquid-liquid microextraction on-line coupled with high-
performance liquid chromatography. Journal of Chromatography A, v. 1271,
n. 1, p. 41-49, 2013.

19 SHARIFI, V.; ABBASI, A.; NOSRATI, A. Application of hollow fiber liquid
phase microextraction and dispersive liquid-liquid microextraction techniques in
analytical toxicology. Journal of Food and Drug Analysis, v. 24, n. 2, p. 264—
276, 2016.

20 REZAEI F.; YAMINI, Y.; MORADI, M.; DARAEI, B. Supramolecular solvent-
based hollow fiber liquid phase microextraction of benzodiazepines. Analytica
Chimica Acta, v. 804, p. 135-142, 2013.

21 TASKINEN, S. et al. European guidelines for workplace drug testing in
urine. Drug Testing and Analysis, v. 9, n. 6, p. 853—-865, 2017.

22 PEDERSEN-BJERGAARD, S.; RASMUSSEN, K. E. Liquid-phase
microextraction with porous hollow fibers, a miniaturized and highly flexible
format for liquid-liquid extraction. Journal of Chromatography A, v. 1184, n.
1-2, p. 132-142, 2008.



Capitulo 4

Extrac&o e analise de drogas de
abuso em “blotter papers” assistida

por rob0 cartesiano



Capitulo 4: Extracdo e analise de drogas de abuso em “blotter papers” assistida por robd cartesiano 111

1. Objetivos

Desenvolver um método de preparo de amostra automatizado que permita a
analise qualitativa de drogas de abuso em “blotter papers”. Para isso foram tracados

0S seguintes objetivos especificos:

» Configurar o robd cartesiano para realizar a extracdo de drogas de abuso em

“blotter papers”.

» Acoplar no robd cartesiano um motor de vibragdo que permita a agitacdo da

amostra.

» Configurar o robd cartesiano para que uma vez concluido o preparo da amostra
seja possivel dar inicio a corrida cromatogréafica automaticamente, controlando a
aquisicdo do espectrometro de massas de alta resolucdo do tipo

guadrupolo/tempo de voo através do software OTOFCONTROL verséo 3.4.

» Avaliar o melhor solvente de extracao e estudar o efeito da agitacdo da amostra

para a extragao de drogas de abuso em “blotter papers”.

» Avaliar parametros analiticos como seletividade, linearidade, precisdo e exatidao

do método desenvolvido.

» Aplicar o método desenvolvido em amostras de “blotter papers” cedidas pelo

Laboratorio de Toxicologia Analitica de Campinas (LTA-CIATox de Campinas).
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2. Materiais e métodos

2.1 Padrdes e reagentes

Solugdes padrdo com concentragdo de 1 mg mL?! de 25C-NBOH, 25C-
NBOMe, 25B-NBOH, 25B-NBOMe, 25I-NBOH, 25I-NBOMe, LSD e furanilfentanil
foram adquiridas da Cayman Chemical Company (Ann Arbor, MI, USA). Metanol
adquirido da Tedia (Fairfield, OH, EUA), 1-octanol, 1-nonanol e 1-dodecanol
adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MOEUA) foram os solventes avaliados na
extracao dos analitos. Para a simulagdo da matriz-branco na construcdo das curvas
de calibracao foi empregado papel filtro Whatman 903, normalmente empregado em

técnicas como “dried blood spot”.

2.2 Instrumentacdo e condi¢fes analiticas

O sistema cromatografico empregado na analise on-line de “blotter papers” foi
um cromatografo liquido da Shimadzu série Prominence 20A (Kyoto-Japéo) e
equipado com um amostrador automatico SIL 20AC, um desgaseificador DGU-20A5,
duas bombas LC-20AD, uma interface CBM-20A acoplado a um espectrémetro de
massas hibrido do tipo quadrupolo/tempo de voo (Bruker Daltonik GmbH, Bremen,
Alemanha), modelo microTOF-Q IlI. Para as separacbes cromatograficas foi
empregada uma coluna analitica Kinetex XB-C18 (100 mm x 2,1 mm; 2,6 um) da
Phenomenex. Como fases moveis foram escolhidos metanol e agua, ambas com
0,1% de acido féormico (em volume). A proporcdo inicial dos solventes foi
metanol/agua (30:70) durante os primeiros 3 minutos; do 3° ao 6° minuto a
concentragdo de metanol aumentou linearmente até 100%. Finalmente, a proporcao
de metanol diminui em um gradiente linear para 30% em 1 minuto e se manteve assim
por mais 3 minutos para recondicionar a coluna. O ESI operou no modo positivo e 0s
cromatogramas foram obtidos no modo MS, com o quadrupolo operando em RF em
uma faixa de 50-2000 Da. Os analitos foram identificados através das massas exatas

de suas formas protonadas, com um erro médio de 2 ppm.
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2.3 Procedimento de extracao on-line dos “blotter papers”

Inicialmente, o robd cartesiano deposita o solvente de extracdo em um dos
pocos de uma placa de 96 pocos usada para acondicionar a amostra. Seguidamente,
um motor de vibracdo extraido de um telefone celular e acoplado na placa de 96
pocos é acionado durante o tempo da extracdo. Apos isso, o0 robd cartesiano recolhe
0 extrato, a valvula solendide muda de posicdo e o extrato é direcionado para o
sistema cromatogréafico onde preenche uma al¢ca de amostragem conectada a uma
vélvula de seis porticos. Finalmente, o rob6 cartesiano da inicio a corrida
cromatografica, a valvula de seis poérticos muda de posicao e a fase movel passa pela
alca de amostragem direcionando o0s analitos para a coluna analitica e

posteriormente para o espectrometro de massas (Figura 4.1).

Figura 4.1 — Esquema ilustrativo para a extragdo automatizada de drogas de abuso em
“plotter papers”. (A) Configuracdo empregada para a extragdo dos analitos;
(B) Configuragdo empregada para injecdo dos analitos no sistema
cromatogréfico.
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Valvula de amostragem

trés vias

Valvula de
seis vias

Motor de vibragéo ‘
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2.4 Otimizacao univariada do procedimento de extragéo

Uma vez que foi possivel controlar o espectrdmetro de massas pela placa de
Arduino e acoplar o motor de vibrac&o ao sistema de extragéo, foi avaliada de forma
univariada o efeito do solvente de extracao e a efetividade do sistema de agitacéo da
amostra. Os solventes estudados foram 1-octanol, 1-nonanol, 1-dodecanol e
metanol. Por outro lado, o efeito da agitacdo foi avaliado comparando-se trés
extracdes feitas com o sistema de agitacdo ligado e trés extracdes feitas com o
sistema de agitacao desligado.

2.5 Otimizacdo multivariada do volume de solvente e o tempo de extracao

Uma otimizagédo multivariada do tempo de extracéo e do volume de solvente
extrator foi feita para garantir um adequado sinal analitico para os oito compostos
estudados. Uma vez que experimentos prévios mostraram que a concentracdo dos
analitos nas amostras reais sao elevados e que tempos de extragdo curtos seriam
necessarios para nao saturar o detector e/ou gerar efeito de memdéria no sistema
cromatografico, a regido experimental para o tempo de extracao foi definida entre 5
(-V2) a 20 (+12) segundos de extracdo e 50 (-V2) a 100 (+V2) microlitros de solvente
extrator, com triplicata no ponto central. Os experimentos realizados foram resumidos
na Tabela 4.1 e os dados foram processados com o software STATISTICA 10
(StatSoftinc, Tulsa, EUA, 2011).
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Tabela 4.1 - Planejamento experimental para a otimizagdo do tempo de extragéo e o
volume de solvente extrator.

Volume 1-octanol Tempo (s)
Experimento (BL)

Codificado Real Codificado Real
1 -1 57.4 -1 7.2
2 1 92.6 -1 7.2
3 -1 57.4 1 17.8
4 1 92.6 1 17.8
5 0 75 0 12.5
6 0 75 0 12.5
7 0 75 0 12.5
8 -1.41 50 0 12.5
9 0 75 -1.41 5
10 1.41 100 0 12.5
11 0 75 1.41 20

2.6 Avaliacdo das figuras de mérito

Devido ao fato de que nédo foi possivel encontrar uma matriz-branco
exatamente igual a empregada na confeccdo dos “blotter papers”, usou-se o papel
de filtro Whatman 903 utilizado na técnica “dried blood spot” para simular a matriz-
branco. Esse papel foi escolhido pela sua similaridade com os papéis usados nos

“blotter papers”.

A seletividade foi avaliada extraindo-se a matriz-branco e conferindo-se a
auséncia de interferentes eluidos correspondendo a mesma relacdo massa/carga
(m/z) e tempo de retencdo dos compostos estudados. Para avaliar a linearidade, a
matriz-branco foi fortificada depositando-se 10 pL de solug¢des padrédo com todos os
analitos em seis niveis de concentracéo (1, 5, 10, 25, 50 e 100 pg L?). Os papéis de
filtro fortificados foram cortados usando-se um perfurador de papel, os circulos
cortados foram colocados na placa de 96 pocgos e submetidos ao procedimento de

extragao.

Para a avaliagdo da precisao e exatiddo a matriz-branco foi fortificada em 2
niveis de concentracdo (4 e 80 ug L) e analisada em quintuplicata e em dois dias

diferentes. A precisao foi expressa termos de desvio padréo relativo (%DPR).
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2.7 Amostras

Para se avaliar o desempenho do método desenvolvido na analise de
amostras reais, foram analisados trés “blotter papers” fornecidos pelo laboratorio
LTA-CiATox de Campinas, da Faculdade de Ciéncias Médicas da Unicamp. As
amostras originalmente tinham o formato de quadrado com aproximadamente 7
milimetros de comprimento de cada lado. No entanto, devido a elevada concentracao
dos analitos, as amostras foram cortadas em 4 partes iguais, como mostrado na

Figura 4.2.

Figura 4.2 — Fotografia de uma das amostras usadas neste estudo no tamanho real
(esquerda) e os cortes realizados para a sua analise (direita).

3. Resultados e discussao

Para a identificacdo de drogas de abuso em “blotter papers” as técnicas
convencionais sdo a cromatografia gasosa e a cromatografia liquida seguida por
deteccdo por espectrometria de massas. Essas técnicas permitem identificar
inequivocamente os analitos e quantifica-los se for o caso. Porém, sdo técnicas que
requerem preparos de amostras tediosos e em alguns casos bastante demorados.
Esse tipo de analise é incompativel com a quantidade de material apreendido para
testes no Brasil, 0 qual supera a capacidade de andlises da Policia Federal e Policias
Civis. (1,2,3,4,5)

Atualmente surgiram alguns métodos alternativos que empregam técnicas

espectroscopicas que, em combinacdo com analises multivariadas resultaram em
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uma boa alternativa para a anélise de drogas de abuso em “blotter papers”. Porém,
em caso de resultados positivos é requerida a confirmacao pelas técnicas tradicionais
como cromatografia liquida com deteccédo por espectrometria de massas. Assim,
como uma solucédo aos problemas apresentados no preparo da amostra na analise
de drogas de abuso em “blotter papers” pelas técnicas tradicionais, foi desenvolvido
um método de extracao que envolveu o acoplamento do rob6 cartesiano ao sistema
cromatografico como descrito por Vargas et al. Adicionalmente, a valvula solendide
de trés porticos, descrita no capitulo 3 deste trabalho, e um motor de vibracdo

também foram acoplados ao robé cartesiano. (6,7,8,9,10)

3.1 Acoplamento do motor de agitacdo na placa de 96 pocos

Para auxiliar a extracdo dos analitos nos “blotter papers” o robd cartesiano foi
equipado com um motor de vibracdo (vibracall 1027) empregado em telefones
celulares. O motor foi conectado a placa de Arduino e acionado mediante
programacao também na interface de Arduino. Como porta amostra foi empregada
uma placa de 96 pocos a qual foi acoplado o motor de vibracdo (Figura 4.3). Além
disso, a valvula solendide de trés porticos se manteve conectada a porca dupla
construida em PTFE, junto com os dois relés que permitem o controle da valvula e o

inicio da corrida cromatografica como relatado no capitulo 3.

Figura 4.3 — Fotografias do acoplamento do motor de agitacdo na placa de 96 pocos.
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3.2 Otimizac¢ao univariada do procedimento de extracéo

3.2.1 Efeito do solvente de extracdo para a extracdo de drogas de abuso em

“blotter papers”.

O solvente de extracdo é o encarregado de extrair os analitos que foram
adsorvidos sobre os “blotter papers”. Neste estudo foram estudados oito analitos que
embora apresentem similaridades nas suas estruturas quimicas, podem apresentar
diferencas significativas nas suas propriedades fisico-quimicas. Sendo assim, o
solvente de extracéo deve ter uma boa afinidade por todos eles, garantindo que todos

os analitos possam ser analisados em um Gnico experimento.

Dentre os solventes avaliados o metanol aparecia como uma excelente
alternativa, por ser um solvente mais compativel com a cromatografia liquida e que é
frequentemente utilizado para a extragado de drogas de abuso em “blotter papers”.
Porém, a extracdo com metanol apresentou os maiores desvios de resultados dentre
0s solventes testados, possivelmente porque evapora muito mais rapidamente que
0s outros solventes; além disso, foi incapaz de extrair o LSD nas condi¢cbes
experimentais avaliadas, impedindo assim a sua utlizagdo como solvente de

extracao (ver Figura 4.4). (2,4,5)

1-nonanol e 1-decanol apresentaram uma boa reprodutibilidade dentre as suas
extragbes e, embora ndo tenham sido os solventes com a melhor eficiéncia de
extracdo, os analitos estudados se encontravam em elevadas concentracdes nos
“blotter papers”. Assim, 1-nonanol e 1-decanol poderiam ser uma boa alternativa para
a andlise. Porém, esses solventes também ndo conseguiram extrair eficientemente o
LSD (ver Figura 4.4).

O 1-octanol foi o solvente que apresentou as melhores eficiéncias de extracao
para todos os analitos. A sua eficiéencia de extracdo foi entre 50 e 80% superior
guando comparado com 0s outros solventes testados. Além disso, apresentou boa
reprodutibilidade dentre as suas medidas e foi 0 Unico solvente que conseguiu extrair
eficientemente o LSD. Consequentemente o 1-octanol foi escolhido com o solvente
de extracdo. Na Figura 4.4 séo apresentadas as eficiéncias de extracao relativas de
cada solvente para cada analito estudado.
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Figura 4.4 — Efeito do solvente de extracdo sobre a eficiéncia de extracdo de drogas
de abuso em “blotter papers”.
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3.2.2 Efeito da agitacdo da amostra para a extracdo de drogas de abuso em
“blotter papers”.

Nos “blotter papers” as drogas de abuso passam por um processo onde s&o
adsorvidas no interior das fibras da celulose. Sendo assim, é necessério auxiliar a
extracdo dos analitos com um sistema que permita agitar a amostra no momento que
entra em contato com o solvente de extracdo. Com esse intuito, foi adaptado ao rob6
cartesiano um motor de vibracéo utilizado em telefones celulares como apresentado
na Figura 4.3. O motor foi colado em uma placa de 96 pocos, bem embaixo da
amostra a extrair. Deste modo, a ondas vibracionais geradas pelo motor eram

transferidas diretamente para o sistema amostra/solvente de extragao.

Para demonstrar a eficiéncia do sistema de agitacao foi comparada a extracao
dos analitos com e sem a ativagao do sistema de agitagdo. Na figura 4.5, sao
apresentados os resultados deste experimento onde é possivel observar que quando
a amostra é agitada a extracao dos analitos melhora consideravelmente. Sendo que
para o analito que apresentou a menor influéncia da agitacdo, o 25I-NBOMe, a

extracao melhorou quase 25% e, para o analito mais influenciado pela vibracdo, o
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25B-NBOMe, a extracdo melhorou em quase 80%. Desta forma foi demonstrado que

o sistema de agitacao € efetivo para auxiliar na extracdo de drogas de abuso em
“blotter papers”.

Figura 4.5 - Comparagéao da eficiéncia de extragdo com o sistema de vibragao ligado
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3.3 Otimizacdo multivariada do tempo de extracdo e do volume de extracao

para a extragao de drogas de abuso em “blotter papers”.

A eficiéncia das extracdes baseadas em solventes é influenciada diretamente
pelo tempo de extracdo e o volume de solvente extrator. Assim, estas variaveis foram
otimizadas por um planejamento composto central. Andlises preliminares permitiram
observar que a concentragdao dos analitos nos “blotter papers” era elevada e que
tempos de extracdo muito longos causariam “carryover’ no sistema e também
levariam a saturacdo do detector. Consequentemente, a faixa experimental foi
definida entre 5 (-V2) a 20 (+ V2) segundos para o tempo de extracéo e, 57,5 (-V2) a
100 (+ V2) microlitros para o solvente de extragdo. As superficies de resposta foram

construidas calculando-se a area para cada analito. (11)

A Figura 4.6 mostra as superficies de resposta para todos os analitos
estudados. Nelas é possivel se observar que os tempos 6timos de extracdo sao
diferentes para cada composto. Para o 25C-NBOH, o 25B-NBOMe, 0 25I-NBOH e o
25|-NBOMe a condigéo o6tima fica acima de 100 pL de 1-octanol e 20 segundos de
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extracdo; por outro lado, a condi¢ao 6tima para o 25C-NBOMe e o LSD fica entre 10
e 16 segundos de extragao e, entre 60 e 90 uL de solvente extrator. O furanilfentanil
por sua vez, apresentou um comportamento diferente aos dos outros compostos
estudados e a sua condicao 6tima de extracdo € quando tempos curtos de extracdo
sdo empregados. Assim, com o intuito de se obter uma condicdo de extracdo que
permita analisar todos os analitos com a eficiéncia adequada, foram escolhidas as
condi¢cBes experimentais sugeridas pela funcdo desejabilidade. Ou seja, 70 yL de 1-
octanol e 12 segundos de extracdo. Por sua vez, a funcdo desejabilidade é uma
funcdo matematica que permite encontrar condigfes experimentais onde é atingido
o valor 6timo de extracéo para todas as variaveis experimentais avaliadas e todos os
analitos estudados simultaneamente. (12,13)

Figura 4.6 — Superficies de resposta para a otimizagdo do tempo e o volume de extracéo
de (A) 25C-NBOH; (B) 25C-NBOMe; (C) 25B-NBOH; (D) 25B-NBOMe; (E) 25I-
NBOH; (F) 25I-NBOMe; (G) LSD; (H); Furanilfentanilo; (I) Funcgéo
desejabilidade.
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3.3.1 Figuras de mérito para a extragdo de drogas de abuso em “blotter

papers”.

Embora o objetivo deste trabalho fosse desenvolver analises qualitativas que
permitissem a deteccdo e ndo a quantificacdo de drogas de abuso em “blotters
papers”, essa configuracdo analitica pode ser empregada na andlise de outros
analitos como medicamentos ou mesmo drogas de abuso em matrizes como sangue
e/ou urina empregando-se o principio de analises utilizado na técnica “Dried Matrix
Spot” (MDS). (14)

Nessa técnica uma pequena quantidade da amostra € coletada em um papel
de filtro e secada com um jato de nitrogénio ou simplesmente a temperatura
ambiente. A seguir, a amostra é extraida, geralmente com uma solucéo-tampéao ou
um solvente e, posteriormente, analisada por técnicas como cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas. Quando a matriz empregada é sangue, a
técnica € denominada “dried blood spot” (DBS). A técnica DBS ja é empregada na
analise de drogas de abuso em sangue, porém, na maioria dos casos, o0 preparo da

amostra é feito manualmente. (15,16,17)

Deste modo, era necessario saber se o método desenvolvido seria capaz de
responder linearmente a diferentes concentracdes dos analitos. Além disso, saber se
0 método tem precisao e exatidao adequadas para esse tipo de analise. Sendo assim,
foram avaliadas a linearidade, a precisdo e a exatidao (intra e interdias) do método

desenvolvido.
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Para a avaliacdo da linearidade foram depositados 10 pL de solu¢des padrao
com todos os analitos em concentracdes de 1 até 100 pg Lt em um papel filtro
Whatman 903. O papel filtro foi cortado no formato de circulos com ajuda de um
perfurador de papel. Posteriormente, o papel foi colocado na placa de 96 pocos e

submetido ao procedimento de extracéo.

Tendo em vista que as curvas de calibracdo sem ponderacdo apresentaram
residuos acima de 20% para todos os analitos, especialmente no primeiro e segundo
nivel de concentracdo, foram avaliados os modelos de calibracdo ponderada
sugeridos por Almeida e colaboradores. Os modelos ponderados reduziram o0s
residuos para todos os analitos em todos os seus niveis, permitindo encontrar
modelos matematicos mais adequados para descrever a relacdo da concentracdo do

analito com o sinal analitico. (18,19)

Os modelos de calibracédo ponderada estudados foram X 05 X1, X2, X3, Y05
Y1, Y2 e Y3 Na tabela 4.2 estdo resumidos os valores do coeficiente angular,
coeficiente linear, o coeficiente de determinacao e a somatéria de residuos para cada
analito em cada modelo matematico; o modelo ponderado escolhido esta destacado
em negrito. Para escolher o melhor modelo foi levado em conta o modelo com menor
somatoria de residuos e aquele onde os residuos ndo superassem desvios de 20%
para os pontos baixos e 15% para os pontos altos. Na Figura 4.7, sdo comparados
os graficos de residuos para o modelo sem ponderar (esquerda) e para o modelo

ponderado escolhido (direita).

A precisdo e a exatiddo do método foram avaliadas em dois niveis de
concentracdo (4 e 80 ug L) e sédo apresentados na Tabela 4.3 e na Tabela 4.4,
respectivamente. A precisdo, apresentada em termos de desvio padrdo relativo
(%DPR), mostrou valores entre 2,06 e 14,8%, coerentes com o0 estabelecido na
SWGTOX para analises toxicolégicas. Do mesmo modo, a exatiddo apresentou
valores entre 0,31 e 15,6%, também em concordancia com o exigido para analises

toxicoldgicas.

A Figura 4.8, mostra as curvas de calibracao para todos os analitos estudados,
além das equacbes que melhor descrevem a relagcdo entre a concentracdo dos

analitos e o sinal analitico. Do mesmo modo, é apresentado na Figura 4.9 um

cromatograma caracteristico do ponto de 100 pg L da curva de calibragéo.
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Tabela 4.2 - Valores do coeficiente angular (a), coeficiente linear (b), coeficiente de determinacgéo (R?)
e a somatodria dos residuos (3> %RE) para o modelo sem ponderagéo (1) e os modelos
ponderados (X025 X1, X2, X3, Y-05Y-1 Y-2 Y-3) sugeridos por Almeida e colaboradores.

(18)
Composto Peso (w) a b R? > %RE
1 3695,622 4356,191 0,996 540,26
X-05 1443,983 4408,808 0,997 268,53
X1 523,8661 4455,827 0,997 177,507
X2 109,961 4550,335 0,993 168,717
25C-NBOH X3 43,726 4601,202 0,954 164,937
Y-05 1423,08 4404,47 0,997 266,256
Y1 476,397 4446,49 0,997 176,355
Y-2 22,077 4528,55 0,993 173,491
Y-3 -72,339 4556,44 0,953 172,157
1 47049.28 19386.57 0.991 1399.72
X-05 19168.66 20036.33 0.992 598.54
X1 7488.94 20629.3 0.991 312.71
X2 2036.02 21874.39 0.990 214.53
25C-NBOMe X-3 1115.02 22581.68 0.971 203.62
Y-05 19506.4 19971.9 0.992 608.51
Y1 7781.99 20474.6 0.992 322.23
Y-2 2137.35 21546.6 0.990 226.16
Y-3 1085 22202.6 0.972 210.67
1 3176,439 2967,58 0,997 710,14
X-05 958,23 3020,00 0,997 294,88
X1 184,76 3061,56 0,996 194,05
X2 5,798 3102,43 0,990 183,48
25B-NBOH X3 112,20 3030,712 0,936 201,16
Y-05 892,72 3017,75 0,997 282,88
Y1 106,49 3054,4 0,996 192,22
Y-2 -53,444 3063,53 0,987 195,32
Y-3 127,18 2884,17 0,9323 287,10
1 1558,98 1457,98 0,993 974,90
X-05 25,261 1494,66 0,993 364,67
X1 -448,242 1521,03 0,993 230,78
X2 -516,85 1536,70 0,987 228,27
25B-NBOMe X3 -443,21 1480,14 0,931 251,16
Y-05 -73,42 1493,11 0,994 330,14
Y1 -507,02 1514,61 0,993 239,85
Y-2 -566,34 1510,1 0,979 255,33
Y-8 -506,98 1415,8 0,798 339,38
1 8600,33 4772,25 0,992 1013,88
X-05 3630,56 4889,16 0,993 407,90
X1 1782,46 4886,42 0,994 203,01
X2 1168,97 5126,50 0,993 183,69
25|-NBOH X3 1219,10 5088,00 0,978 184,52
Y-05 3749,68 4875,27 0,993 421,46
Y1 1875,84 4956,75 0,994 212,94
Y-2 1183,59 5072,98 0,993 186,49

Y-3 1216,71 5029,64 0,984 190,32
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1 7199,34 5174,78 0,996 840,62
X05 2582,81 5284,35 0,995 326,83
X1 1047,58 5368,03 0,996 185,20
X2 743,22 5437,53 0,993 176,73
X3 955,25 5274,69 0,972 185,6
Y-05 2596,03 5276,34 0,996 327,85
25|-NBOMe Y1 1037,14 5349,57 0,996 185,38
Y2 712,05 5393,16 0,993 177,99
Y-8 959,56 5187,37 0,9771 196,58
1 6685,55 3664,96 0,994 1227,19
X05 2056,69 3772,92 0,994 523,66
X1 211,63 3868,34 0,993 260,34
X2 -465,16 4022,86 0,992 202,48
LSD X3 -412,14 3982,38 0,9705 207,66
Y05 1934,78 3767,54 0,995 507,42
Y1 140,45 3850,81 0,994 251,82
Y-2 -477,3 3977,22 0,9912 209,61
Y-3 -427,31 3906,96 0,9570 221,56
1 849,13 5524,99 0,999 126,47
X05 541,63 5533,305 0,999 119,58
X1 625,63 5532,01 0,999 119,95
X2 871,16 5475,96 0,994 126,80
Furanilfentanilo X3 1041,85 5344,87 0,9342 149,99
Y05 504,00 5532,3 0,999 119,78
Y1 530,48 5531,11 0,999 119,61
Y-2 697,34 5478,76 0,996 121,69
Y-8 791,81 5357,52 0,959 142,74
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Figura 4.7 — Graficos de residuos para a extragao de drogas de abuso em “blotter
papers”. A direita os graficos de residuos para os modelos ponderados
e a esquerda os gréficos de residuos para os modelos sem ponderacao.
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Tabela 4.3 -Resultados dos estudos de precisdo intra e interdias para os niveis baixo
(4 ug L) e alto (80 ug L) para a extragdo de drogas de abuso em “blotter

papers”.
o Preciséo Preciséao Preciséo
] Niveis ) ) )
Analito (1g LY Intradia 1 Intradia 2 Interdia
HO DPR (%) DPR (%) DPR (%)
4 6,79 10,8 8,68
25B-NBOH
80 4,67 5,05 6,33
4 7,94 5,94 9,10
25B-NBMe
80 2,50 4,02 3,21
4 11,2 12,9 11,4
25C-NBOH
80 4,29 5,12 4,48
4 8,89 8,20 8,16
25C-NBOMe
80 3,07 3,58 3,14
4 14,8 8,65 11,50
25|-NBOH
80 2,76 1,13 2,06
4 10,4 13,9 11,3
25I-NBOMe
80 6,86 7,14 6,78
4 10,8 6,78 8,64
LSD
80 2,41 3,76 5,54
4 17,4 7,47 12,7

Furanilfentanilo
80 2,81 4,15 4,66
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Tabela 4.4 - Resultados dos estudos de exatiddo intra e interdias para os niveis baixo
(4 ug L) e alto (80 pg LY) para a extracdo de drogas de abuso em
“pblotter papers”.

o Exatidéao Exatidao Exatidao
) Niveis ) ) )
Analito L Intradia 1 Intradia 2 Interdia
(Mg L)
(%) (%) (%)
4 2,58 5,30 3,94
25B-NBOH
80 0,31 8,26 7,57
4 2,31 8,90 3,29
25B-NBMe
80 4,88 5,85 6,34
4 7,54 5,19 6,37
25C-NBOH
80 5,57 4,45 6,65
4 5,95 3,58 4,76
25C-NBOMe
80 6,82 7,01 4,96
4 1,71 2,70 2,23
251-NBOH
80 3,15 2,11 13,4
4 4,01 3,27 3,63
251-NBOMe
80 1,09 4,08 8,81
4 9,93 14,1 12,0
LSD
80 4,14 1,53 6,47
4 6,52 4,89 571

Furanilfentanilo
80 7,93 2,15 15,6




Capitulo 4: Extracdo e analise de drogas de abuso em “blotter papers” assistida por robd cartesiano 131

Figura 4.8 — Curvas a analiticas para a extragdo de drogas de abuso em “blotter papers”.
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Figura 4.9 - Cromatograma caracteristico do ponto de 100 pug L' das curvas de
calibracéo. (1) 25B-NBOH (2) furanilfentanilo; (3) 25C-NBOH; (4) 25C-
NBOMe; (5) 25C-NBOMe; (6) 25I-NBOH:; (7) LSD; (8) 25I-NBOMe.
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3.3.2 Analises de amostras reais

Com o meétodo desenvolvido e otimizado, foram analisadas trés amostras
fornecidas pelo LTA-CIATox de Campinas, da Faculdade de Ciéncias Médicas da
Unicamp. As amostras eram suspeitas de conter drogas de abuso e se diferenciavam
entre elas por desenhos do Avatar, Beatles e sol (ver figura 4.10). Nas trés amostras
foi detectado apenas o ion de relacdo massa carga m/z 414,0554, que corresponde
a forma protonada para o 25I-NBOH, confirmando-se a presenca de drogas de abuso
nas amostras analisadas. Na Figura 4.11 é apresentado o cromatograma obtido para
amostra com o desenho do Avatar, para as outras duas amostras 0 cromatograma

obtido foi similar.
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Figura 4.10 - Fotografia dos “blotter papers” analisados. (A) Avatar; (B) Beatles; (C)
sol. (20)

Fonte: D. de Morais, 2017

Figura 4.11 - Cromatograma obtido para a extracdo de drogas de abuso para a
amostra com o desenho do Avatar.
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4. Conclusoes

Um método automatizado para a analise qualitativa de oito drogas de abuso
em “blotter papers” foi desenvolvido. Embora o objetivo deste trabalho ndo fosse
desenvolver um método quantitativo, algumas figuras de mérito como seletividade,
linearidade, precisdo e exatiddo (intra e interdias) foram avaliadas, pois a
configuracdo analitica desenvolvida pode ser empregada também em uma analise

guantitativa. Finalmente, o método foi aplicado na analise de trés amostras reais.

O método desenvolvido demonstrou ser sensivel a diferentes concentracgées,
consequentemente, tem potencial para ser empregado na andlise qualitativa e
quantitativa de drogas de abuso em “blotter papers” ou de outros analitos em matrizes
como sangue e urina. Além disso, o método tem preciséo e exatiddo adequada para

analises toxicoldgicas.

O acoplamento do motor de vibragdo ao robd cartesiano permitiu melhorar
consideravelmente a extracdo dos analitos. No caso das drogas de abuso a
concentracdo dos analitos é elevada e o uso do motor pode néo ser tao significativo,
porém, no caso de analitos em outras matrizes e em baixas concentracdes, o uso do
motor de vibragcdo pode resultar em limites de quantificacdo e deteccao

consideravelmente menores.

O método desenvolvido também apresentou uma elevada frequéncia analitica
permitindo analisar até 4,5 amostras por hora; assim, pode ser uma alternativa real
para a analise de rotina em laboratérios de analises quimicas. Uma vez mais foi

demonstrado que é possivel empregar-se a robotica de codigo aberto para

desenvolver estratégias analiticas confiaveis, rapidas e de baixo custo.
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Conclusao Geral

A automatizacédo das técnicas de preparo de amostra apresentadas neste
trabalho permitiu estudar configuracdes analiticas que podem ser empregadas
como alternativas as extracdes manuais. Esse, por exemplo, € o caso da
extracdo por SDME dinamica, onde foi demonstrado que o uso de ciclos de
extracdo em combinacdo com gotas de grande porte permite melhorar a
eficiéncia da extracdo. Assim, o desenvolvimento de processos automatizados
utilizando rob0s facilita procedimentos que podem ser, muitas vezes, tediosos.
Esse desenvolvimento deve ser combinado com o adequado projeto dos
dispositivos de extracdo visando atender as necessidades de cada técnica,

permitindo assim a evolucédo das técnicas miniaturizadas de preparo de amostra.

O acoplamento do robd cartesiano com o0s equipamentos de
cromatografia liquida permitiu que técnicas como a HF-LPME apresentassem
precisdo e exatiddo adequada para uma andlise toxicologica e, a0 mesmo
tempo, uma alta frequéncia analitica. Assim, essas técnicas que se caracterizam
pelo baixo custo e baixo consumo de solvente organico podem, com auxilio da

automatizacao, ser uma realidade no dia a dia dos laboratérios de analise.

Empregando-se ferramentas de roboética de codigo aberto, dispositivos
eletrdnicos e usando-se ferramentas analiticas como a espectrometria de
massas de alta resolucéo, foi possivel desenvolver uma estratégia analitica que
pode ser empregada na deteccdo e na quantificacdo de diversos analitos em

diversas matrizes, tudo isso empregando-se a abordagem “Dried Matrix Spot”.
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