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Introducdo: Hormonios sao produzidos e liberados pelo organismo em resposta a
necessidades fisioldgicas e estimulos externos. Os niveis de cortisol e testosterona
sao frequentemente estudados na fisiologia do exercicio, podendo ser determinado
pela andlise de fluido oral. Por ser uma matriz complexa, necessita de um preparo de
amostra. A otimizacdo de métodos analiticos busca a obtencdo das melhores
respostas instrumentais. Para isso, pode-se utilizar ferramentas quimiométricas para
estabelecer a relevancia e significancia estatistica dos fatores estudados. Os
solventes de hidrofilicidade comutavel (SHS) apresentam a propriedade de alternar a
miscibilidade entre a forma hidrofilica e hidrofébica, através de deslocamentos de
equilibrio quimico.

Objetivo: Aplicar os modelos quimiométricos no desenvolvimento e a validacdo de
uma metodologia analitica para a determinacdo de cortisol e testosterona utilizando
microextracdo em fase liquida homogénea com solventes de hidrofilicidade comutavel
(SHS).

Método: A otimizacao do preparo de amostras de fluido oral para analise de cortisol
e testosterona foi realizada através da utilizacdo do planejamento fatorial fracionario
(2 °1) no qual as variaveis estudadas foram: volume de Na2CO3 2 mol/L (200-600 uL),
volume de acido decandico 62,5 mg/mL (100-200 uL), volume de H2SO4 3 mol/L (400-
800uL), volume de amostra (500-1000uL) e tempo no banho de gelo (1-4min). A
extracao foi realizada em amostra simulada de fluido oral, fortificada com 500 ng/mL
dos padrbes. As amostras foram preparadas na seguinte sequéncia: adicdo da
amostra, adi¢cdo do SHS, adicdo do Na.COs, adicdo do H2SO4. Repouso por 1 minuto.



Imersdo da amostra no banho de gelo. Extracdo da fase liquida com o auxilio de uma
seringa. Ressuspensao da fase sélida em 40 uL de ACN.

Com as variaveis significativas mediante o planejamento fatorial, na sequéncia foi
realizado um planejamento do composto central (CCD), no qual foram estudadas nos
seguintes niveis: Na2CO3 (166;200;250;300 e 334 uL), volume de amostra (916; 950;
1000; 1050 e 1084 uL) e H2SO4 (632; 700; 800; 900; e 968 uL). A metodologia de
analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC-DAD) foi previamente
otimizada para os analitos, utilizou-se o fluxo isocratico de 1,0 mL/min com acetonitrila
65% como fase movel e separacdo em uma coluna C18. O tempo total de analise foi
de 8 minutos.

Resultados: Os resultados obtidos através da andlise dos resultados do
planejamento fatorial fracionario resultaram em uma analise ANOVA com r? = 0,92502
indicando que o modelo encontra-se adequado e indicou as variaveis volume de
Na>COg3, volume de H>SO4 e volume de amostra como significativas. Estes fatores
foram aplicados no planejamento do composto central, que resultou em uma
superficie de resposta que foi utilizada para definir os volumes de reagentes a serem
utilizados no preparo de amostra.

Conclusdo: A utilizagdo de analises multivariadas para o estudo do preparo de
amostra para a extragdo cortisol e testosterona em amostras de fluido oral permitiu a
analise da melhor condicao para a extracdo, com um menor nimero de experimentos.
Os resultados demonstraram que o modelo escolhido se adequa com as variaveis
estudadas, garantindo resultados confiaveis.
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