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RESUMO 

 

Neste estudo foi proposta a utilização de fases extratoras alternativas em técnicas de 

microextração para adequar os métodos analíticos aos preceitos da química analítica verde, 

bem como melhorar a eficiência de extração das técnicas empregadas. Foram desenvolvidos 

três métodos abordando esse assunto, e em todos os casos, os principais parâmetros que 

influenciam a extração foram otimizados para a obtenção das melhores eficiências de 

extração. No primeiro trabalho o material Si3Py
+
Cl

-
 foi sintetizado e caracterizado para ser 

aplicado na técnica de Extração em Ponteira Descartável (DPX) para a extração de compostos 

disruptores endócrinos fenólicos de amostras ambientais aquosas. O material apresentou 

estabilidade química frente a solventes orgânicos geralmente empregados na análise por DPX, 

uma vez que foi possível realizar até 15 procedimentos de extração sem perda da eficiência. 

Além disso, o material apresentou alta eficiência de extração para os compostos fenólicos em 

estudo em comparação a uma fase extratora comercialmente disponível para DPX (estireno-

divinilbenzeno). O método proposto DPX-Si3Py
+
Cl

-
 também apresentou aspectos 

ambientalmente amigáveis e de alto rendimento, com tempo de extração curto (3,50 min), uso 

de pequenos volumes de solventes orgânicos (800 µL) e pequena massa de fase extratora (30 

mg). No segundo trabalho, Líquidos Iônicos Magnéticos (MILs) foram sintetizados e 

caracterizados. Suas propriedades físico-químicas incluindo hidrofobicidade, pressão de vapor 

negligenciável e facilidade de ser retirado da solução aquosa com o auxílio de uma barra 

magnética foram exploradas na técnica de Microextração Líquido-Líquido Dispersiva 

(DLLME) como uma alternativa aos solventes orgânicos clorados geralmente empregados. O 

método proposto DLLME/MIL empregando o MIL [P6,6,6,14
+
]2[MnCl4

2-
] foi otimizado e 

aplicado pela primeira vez na determinação de hormônios em amostras de urina. A 

metodologia desenvolvida permitiu que as extrações fossem realizadas em tempos curtos (90 

s) sem a necessidade de uma etapa de centrifugação, permitindo uma análises de alto 

rendimento. No terceiro trabalho uma nova classe de solventes denominados Solventes com 

Hidrofilicidade Comutável (SHSs) foi explorada na técnica de Microextração Líquido-

Líquido Homogênea (HLLME) para a determinação de contaminantes provenientes de 

embalagens alimentícias em água de coco. O método proposto SHS-HLLME empregando o 

solvente N,N-dimetilciclohexalamina (DMCHA) como fase extratora apresentou vantagens 

como extrações rápidas (2 min), pequeno volume de fase extratora (100 µL) e uso de solvente 

menos tóxico como alternativa aos solventes convencionalmente empregados em técnicas de 

extração/microextração. Isso enfatizou os aspectos de alto rendimento e ambientalmente 

amigáveis do método desenvolvido, sendo uma vantagem frente aos métodos geralmente 

utilizados na análise de alimentos. As metodologias foram avaliadas através dos principais 

parâmetros analíticos de mérito e apresentaram desempenhos analíticos muito satisfatórios. 

Por fim, os métodos DPX-Si3Py
+
Cl

-
, DLLME/MIL e SHS-HLLME foram aplicados em 

amostras de água de rio, urina humana e água de coco, respectivamente, evidenciando a 

versatilidade das fases extratoras alternativas propostas.  

 

Palavras-chave: Fase extratora alternativa. DPX. DLLME. HLLME. Si3Py
+
Cl

-
. MIL. SHS. 

Amostra ambiental, Amostra biológica. Amostra alimentícia. Preparo de amostra. Disruptores 

endócrinos. Hormônios estrógenos. Embalagem alimentícia.  



 
 

ABSTRACT 

 

In this study, it was proposed the use of alternative extraction phases in microextraction 

techniques to adapt the analytical methods to the green analytical chemistry precepts, as well 

as to improve the extraction efficiency of the employed techniques. Three methodologies 

were developed addressing this issue, and in all cases, the main parameters that influence the 

extraction were optimized to obtain the best extraction efficiencies. In the first work, the 

material Si3Py
+
Cl

-
 was synthesized and characterized to be applied in the Disposable Pipette 

Extraction (DPX) technique for the extraction of phenolic endocrine-disrupting compounds 

from aqueous environmental samples. The material showed chemical stability against organic 

solvents generally used in DPX analysis since it was possible to perform up to 15 extraction 

procedures without loss of efficiency. In addition, the material showed high extraction 

efficiency for the determination of phenolic compounds under study compared to a 

commercially-available extraction phase for DPX (styrene-divinylbenzene). The proposed 

DPX-Si3Py
+
Cl

-
 method also presented high-throughput and environmentally friendly aspects, 

with short extraction time (3.50 min), use of small volumes of organic solvents (800 µL) and 

small extraction phase mass (30 mg). In the second work, Magnetic Ionic Liquids (MILs) 

were synthesized and characterized. Its physicochemical properties including hydrophobicity, 

negligible vapor pressure, and the ease of retrieve with a rod magnetic from the aqueous 

solution have been explored in the Dispersive Liquid-Liquid Microextraction (DLLME) 

technique as an alternative to the commonly used chlorinated organic solvents. The proposed 

DLLME/MIL method employing the MIL [P6,6,6,14
+
]2[MnCl4

2-
] was optimized and applied for 

the first time to the determination of hormones in urine samples. The developed methodology 

allowed the extractions to be performed in very short times (90 s) without the need for a 

centrifugation step, allowing for high-throughput analysis. In the third work, a new class of 

solvents called Switchable Hydrophilicity Solvents (SHSs) was explored using the 

Homogeneous Liquid-Liquid Microextraction (HLLME) technique for the determination of 

contaminants from food packaging in coconut water. The proposed SHS-HLLME method 

employing the solvent N,N-dimethylcyclohexylamine as extraction phase has advantages such 

as fast extractions (2 min), small extraction phase volume (100 µL), and use of less toxic 

solvent as an alternative to solvents conventionally employed in extraction/microextraction 

techniques. These aspects emphasized the high-throughput and environmentally-friendly 

aspects of the developed method, which is an advantage over the methods commonly used in 

food analysis. The methodologies were evaluated through the main analytical parameters of 

merit and presented very satisfactory analytical performances. Finally, the DPX-Si3Py
+
Cl

-
, 

DLLME/MIL and SHS-HLLME methods were applied to samples of river water, human 

urine, and coconut water, respectively, showing the versatility of the proposed alternative 

extraction phases. 

 

Keywords: Alternative extraction phase. DPX. DLLME. HLLME. Si3Py
+
Cl

-
. MIL. SHS. 

Environmental sample. Biological sample. Food sample. Sample preparation. Endocrine-

disrupting. Estrogen hormones. Food packaging.  
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DLLME-MIL - Microextração Líquido-Líquido Dispersiva baseada em Líquidos Iônicos 

Magnéticos, do inglês Dispersive Liquid-Liquid Microextractio-based Magnetic Ionic Liquid 

DMCHA - N,N-dimetilciclohexilamina 

DMF - Dimetil ftalato 

DNOF - Di-n-octil ftalato 

DPA - Dipropilamina  

DPX - Extração em Ponteira Descartável, do inglês Disposable Pipette Extraction 

EE2 - 17-α-etinilestradiol 

FE - Fator de Enriquecimento 

FTIR - Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier, do inglês Fourier 

Transform Infrared Spectroscopy 

GC-MS - Cromatografia Gasosa acoplada à Espectrometria de Massas, do inglês Gas 

Chromatography-Mass Spectrometry  

GC-FID - Cromatografia Gasosa com Detector por Ionização de Chama, do inglês Gas 

Chromatography-Flame Ionization Detector 

GL - Grau de Liberdade 

HF-LPME - Microextração em Fase Líquida com Fibra Oca, do inglês Hollow-Fiber Liquid-

Phase Microextraction 



 
 

HLLME - Microextração Líquido-Líquido Homogênea, do inglês Homogeneous Liquid-

Liquid Microextraction 

HLPME – Microextração em Fase-Líquida Homogênea, do inglês Homogeneous Liquid-

Phase Microextraction 

HPAs - Hidrocarbonetos Policíclicos Aromáticos 

HPLC - Cromatografia Líquida de Alta Eficiência, do inglês High Performance Liquid 

Chromatography  

HPLC-DAD - Cromatografia Líquida de Alta Eficiência com Detector de Arranjo de Diodos, 

do inglês High Performance Liquid Chromatography-Diode Array Detector 

HPLC-FLD - Cromatografia Líquida de Alta Eficiência com Detector de Fluorescência, do 

inglês High Performance Liquid Chromatography-Fluorescence Detector 

HPLC-MS/MS - Cromatografia Líquida de Alta Eficiência acoplada à Espectrometria de 

Massas/Massas, do inglês High performance Liquid Chromatography-Mass/Mass Detector 

HPLC-UV - Cromatografia Líquida de Alta Eficiência com Detector de Ultravioleta, do 

inglês High Performance Liquid Chromatography-Ultraviolet detector  

ILs - Líquidos Iônicos, do inglês Ionic Liquids 

LC-MS/MS – Cromatografia Líquida acoplada à Espectrometria de Massas/Massas, do inglês 

Liquid Chromatography-Mass/Mass detector 

LLE - Extração Líquido-Líquido, do inglês Liquid-Liquid Extraction 

LPME - Microextração em Fase Líquida, do inglês Liquid-Phase Microextraction 

LOD - Limite de Detecção, do inglês Limit of Detection 

LOQ - Limite de Quantificação, do inglês Limit of Quantification 

MeOH - Metanol  

MEV - Microscopia Eletrônica de Varredura 

MSPE - Extração Magnética em Fase Sólida, do inglês Magnetic Solid-Phase Extraction 

MILs - Líquidos Iônicos Magnéticos, do inglês Magnetic Ionic Liquids 

m/z - Razão massa/carga 

NIAS - Substâncias Não Intencionalmente Adicionadas, do inglês Non-Intentionally Added 

Substances 

PI - Padrão Interno 

RSD - Desvio Padrão Relativo, do inglês Relative Standard Deviation 

SBSE - Extração Sortiva em Barra de Agitação, do inglês Stir-Bar Sorptive Extraction 

SDME - Microextração em Gota Única, do inglês Single-Drop Microextraction 

SHS - Solvente com Hidrofilicidade Comutável, do inglês Switchable Hydrophilicity Solvent 



 
 

SHS-HLLME: Microextração Líquido-Líquido Homogênea baseada em Solvente com 

Hidrofilicidade Comutável, do ingles Switchable Hydrophilicity Solvent-based Homogenous 

Liquid-Liquid Microextraction. 

SLE - Extração Sólido-Líquido, do inglês Solid-Liquid Extraction 

SPE - Extração em Fase Sólida, do inglês Solid Phase Extraction 

SPME - Microextração em Fase Sólida, do inglês Solid-Phase Microextraction 

TEOS - Ortosilicato de tetraetil 
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1 INTRODUÇÃO  

 

O preparo de amostras é uma das etapas mais importantes da metodologia analítica 

para a obtenção de resultados confiáveis. É empregada para reduzir interferentes, pré-

concentrar os analitos e transferir os analitos para um meio compatível com a instrumentação 

analítica. As técnicas convencionais de preparo de amostras ainda são muito empregadas em 

laboratórios de rotina e aceitas em metodologias oficiais por muitas organizações. Contudo, 

muitas dessas são técnicas morosas e utilizam grandes volumes de solventes tóxicos, 

promovendo um maior risco para o analista e para o meio ambiente (Queiroz et al., 2001; 

Borges et al., 2015; Gama et al., 2019). 

Nesse contexto, surgiram as técnicas de microextração, as quais são baseadas em 

conceitos de miniaturização e simplificação das metodologias analíticas. Suas principais 

vantagens são a utilização de menores volumes de amostra e solventes orgânicos, bem como a 

possibilidade de pré-concentração dos analitos, permitindo a determinação em concentrações 

a nível traço e clean-up das amostras para reduzir interferências (Niu et al.,2018). 

Há uma crescente demanda por métodos que permitam determinar concentrações 

cada vez menores de uma gama de compostos orgânicos presentes em diferentes matrizes, tais 

como aquosas, biológicas e alimentícias. Assim, para suprir essa demanda, observa-se a 

necessidade do constante desenvolvimento e aperfeiçoamento das técnicas de preparo de 

amostras. 

Uma tendência nessa área é a utilização de fases extratoras alternativas em técnicas 

de microextração. A grande vantagem dessa abordagem é a possibilidade de utilizar fases 

extratoras com elevada capacidade de extração e específicas para um grupo de analitos, 

conferindo assim uma melhora na seletividade, exatidão e precisão, além de limites de 

detecção (LODs) e quantificação (LOQs) mais baixos para o método analítico. Outra vertente 

é com relação à possibilidade de aumentar a vida útil dos dispositivos de extração 

empregando fases extratoras com estabilidade térmica, química ou mecânica melhorada. 

Também, há a possibilidade de adequar os métodos aos preceitos da química analítica verde, 

através da utilização de fases extratoras renováveis, tais como os biossorventes.  

Dessa forma, o foco desse trabalho foi explorar o uso de fases extratoras alternativas 

em técnicas de microextração com o intuito de superar algumas limitações encontradas. No 

primeiro trabalho foi observada a deficiência de fases extratoras comercialmente disponíveis 

para a técnica de DPX (Extração em Ponteira Descartável, do inglês Disposable Pipette 

Extraction) para a extração de compostos com porções mais polares em sua estrutura. Dessa 
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forma, o material Si3Py
+
Cl

-
 foi sintetizado, caracterizado e aplicado na extração de 

disruptores endócrinos fenólicos de amostras de água de rio. 

No segundo trabalho, foram sintetizados e caracterizados MILs (Líquidos Iônicos 

Magnéticos, do inglês Magnetic Ionic Liquids) para serem empregados como solventes 

extratores alternativos aos orgânicos clorados geralmente utilizados na técnica de DLLME 

(Microextração Líquido-Líquido Dispersiva, do inglês Dispersive Liquid-Liquid 

Microextraction), adequando o método aos preceitos da química analítica verde. 

Adicionalmente, foram exploradas as características dos MILs com o intuito de aumentar a 

seletividade do método e o fator de pré-concentração dos analitos. Vale ressaltar que nesse 

trabalho os MILs foram aplicados pela primeira vez na extração de compostos orgânicos de 

amostras complexas, no caso, foram determinados hormônios em urina humana. 

No terceiro trabalho, foi explorada a utilização de uma nova classe de solventes 

introduzidos em 2013 na área de preparo de amostras, os SHSs (Solventes com 

Hidrofilicidade Comutável, do inglês Switchable Hydrophilicity Solvents). Eles foram 

empregados como fase extratora alternativa aos solventes tóxicos geralmente empregados em 

técnicas de extração e microextração para a determinação de contaminantes provenientes de 

embalagens alimentícias em amostras de água de coco. Com a utilização dos SHSs em 

conjunto com a técnica de HLLME (Microextração Líquido-Líquido Homogênea, do inglês 

Homogeneous Liquid-Liquid Microextraction) foi possível desenvolver um método rápido e 

mais ambientalmente amigável do que os métodos reportados na literatura para a análise de 

alimentos. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 PREPARO DE AMOSTRAS EM QUÍMICA ANALÍTICA 

 

O desenvolvimento de um método analítico compreende várias etapas conhecidas 

como sequência analítica que consistem da definição do problema, da amostragem, do 

armazenamento e transporte, do preparo da amostra, da análise instrumental, da validação 

analítica e da avaliação estatística e tomada de decisões. Dentre essas etapas, o preparo da 

amostra é uma etapa crucial, pois pode acarretar nos maiores erros devido à contaminação e 

perdas de analito, além disso, geralmente é a etapa que demanda de mais tempo, de 60 a 85% 

do tempo total do procedimento analítico (Stashenko e Martínez, 2011; Borges et al., 2015).  

Na maioria dos casos ela é fundamental, pois, apesar do desenvolvimento da 

instrumentação analítica, normalmente os equipamentos ainda não conseguem operar 

diretamente com a matriz. Esse procedimento tem como objetivos: (a) extrair os analitos da 

matriz da amostra, diminuindo assim os interferentes; (b) transferir os analitos para uma 

solução compatível com a instrumentação analítica; e (c) pré-concentrar os analitos, 

característica importante principalmente quando os analitos estão presentes em concentrações 

a nível traço. Assim, a etapa de preparo de amostra é crucial para o sucesso do método 

analítico (Borges et al., 2015; Carasek et al., 2018; Zhou et al., 2019).  

Para a escolha da técnica de preparo de amostra mais adequada é necessário o 

conhecimento das propriedades químicas dos analitos e da fase extratora, bem como das 

propriedades do ambiente químico onde o analito se encontra, além da compatibilidade da 

técnica de extração com a instrumentação analítica (Borges et al., 2015). Diversas técnicas de 

preparo de amostras têm sido desenvolvidas e aperfeiçoadas para se obter métodos cada vez 

mais precisos, exatos e com LODs e LOQs mais baixos. Além disso, pesquisas constantes são 

realizadas para desenvolver e/ou aplicar técnicas de preparo de amostras na extração de 

analitos presentes em amostras complexas, tais como, amostras biológicas (urina, sangue, 

saliva), amostras de águas residuais, alimentos, solo, dentre outras.  

Também há uma tendência para o desenvolvimento de métodos que atendam aos 

princípios da química analítica verde. Nessa vertente, busca-se eliminar o uso de solventes 

tóxicos, reduzir o tempo de preparo da amostra, diminuir a energia empregada, reduzir custos, 

reduzir a geração de resíduos e automatizar os métodos analíticos (Galuszka et al., 2013; 

Carasek et al., 2018; Chen et al., 2019; Maciel et al., 2019). 



25 

As técnicas de preparo de amostras estão divididas em técnicas clássicas e técnicas 

de microextração. Hoje os estudos estão mais voltados para as técnicas de microextração 

devido às vantagens que apresentam, tais como: o baixo consumo de solvente e amostra, a 

menor geração de resíduo, a maior segurança oferecida ao analista, a alta eficiência de 

extração e a possibilidade de automação (Carasek et al., 2018). Apesar de as técnicas de 

microextração serem uma alternativa interessante aos procedimentos clássicos de extração, 

esses ainda são muito empregados em laboratórios de rotina e aceitos em metodologias 

oficiais por muitas organizações. 

 

2.2 TÉCNICAS CLÁSSICAS DE PREPARO DE AMOSTRAS 

 

Dentre as técnicas clássicas de preparo de amostras, as mais difundidas são a LLE 

(Extração Líquido-Líquido, do inglês Liquid-Liquid Extraction), a SLE (Extração Sólido-

Líquido, do inglês Solid-Liquid Extraction) e a SPE (Extração em Fase Sólida, do inglês Solid 

Phase Extraction). Essas técnicas ainda são muito utilizadas em laboratórios de análise de 

rotina. Porém, apresentam as desvantagens de serem dispendiosas e utilizarem grandes 

quantidades de solventes orgânicos tóxicos, o que vai contra os preceitos da química verde 

(Carasek et al., 2018; Maciel et al., 2019). 

A LLE é também conhecida como extração por solvente orgânico ou partição. É uma 

técnica empregada para o preparo de amostras líquidas ou solúveis. Nela ocorre a partição da 

amostra em duas fases imiscíveis (orgânica e aquosa). A eficiência de extração depende 

principalmente da afinidade do analito pelo solvente extrator. Uma das vantagens dessa 

técnica é a sua simplicidade, pois geralmente são utilizados funil de separação ou tubos de 

centrífuga na extração. Além disso, os solventes empregados estão disponíveis 

comercialmente em grau de pureza adequado. Contudo, essa técnica apresenta inúmeras 

desvantagens como: perdas de analitos que possuem grande afinidade com a água, formação 

de emulsões, necessidade de grande volume de amostra e de solventes orgânicos (geralmente 

esses solventes são tóxicos), difícil automação, entre outros (Queiroz et al., 2001; Borges et 

al., 2015). 

Outra técnica de extração ainda muito difundida em laboratórios de química orgânica 

e analítica é a SLE utilizando Soxhlet, a qual consiste na passagem de um solvente orgânico 

por uma amostra sólida a fim de extrair os analitos que possuem afinidade com o solvente. 

Nesse sistema ocorre o refluxo do solvente. As principais desvantagens são os longos tempos 



26 

de extração, a utilização de grandes volumes de solventes orgânicos e a necessidade de uma 

etapa de secagem do solvente para concentrar os analitos (Carasek et al. 2018). 

A SPE também pode ser considerada uma técnica de extração clássica. Ela foi 

introduzida no início dos anos 1970 e é uma das mais utilizadas no preparo de amostras 

ambientais, farmacêuticas e de alimentos. É uma técnica de separação sólido-líquido e está 

baseada nos mecanismos de adsorção, partição, troca iônica e exclusão. Dentre as principais 

forças químicas e físicas que atuam entre as moléculas do analito e do sorvente destacam-se 

as interações de Van der Waals entre as ligações carbono-hidrogênio do analito com os 

grupos funcionais da superfície da sílica, no caso de fase reversa. Em fase normal, as 

principais interações são entre os grupos polares do analito e da fase sólida por meio de 

ligação de hidrogênio, interações π-π, dipolo-dipolo, dipolo-dipolo induzido e dipolo 

induzido-dipolo induzido. No modo troca iônica, as interações iônicas são responsáveis pela 

extração seletiva dos analitos (Jardim, 2010; Borges et al., 2015).  

A configuração mais comum da SPE consiste de cartuchos na forma de seringa de 1 

a 6 mL, os quais contêm cerca de 50 a 500 mg de fase sólida e 40 a 60 µm de tamanho de 

partícula, fixa no tubo através de dois filtros de tamanho de poros de 20 µm. O procedimento 

de extração geralmente consiste de quatro etapas: (1) condicionamento ou ativação do 

sorvente; (2) introdução ou percolação da amostra e retenção do analito e às vezes de alguns 

interferentes; (3) limpeza para retirar os interferentes da matriz menos retidos que o analito; e 

(4) eluição e coleta do analito (Borges et al., 2015). 

As principais vantagens da SPE em comparação com as técnicas citadas 

anteriormente são o emprego de menores volumes de solventes orgânicos, ausência de 

emulsões, facilidade de automação e fator de concentração adequado para analitos em 

concentrações traço. Contudo, ela apresenta algumas desvantagens como o alto custo dos 

cartuchos, que geralmente são empregados uma única vez encarecendo a análise, além de 

gerar grande quantidade de resíduo. Outro inconveniente dessa técnica é o elevado tempo de 

extração (Borges et al., 2015). 

Tendo em vista os problemas relacionados com as técnicas de preparo de amostras 

convencionais, surgiram as técnicas de microextração que são baseadas nos conceitos de 

miniaturização e simplificação das técnicas de extração. Essas novas técnicas visam a redução 

ou a não utilização de solventes orgânicos, a não geração ou geração mínima de resíduos, a 

redução do volume de amostra e a automatização, indo ao encontro dos preceitos da química 

analítica verde (Carasek et al., 2018; Oliveira et al., 2008). 
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2.3 TÉCNICAS DE MICROEXTRAÇÃO 

 

Dentre as técnicas de microextração, as mais difundidas são a SPME (Microextração 

em Fase Sólida, do inglês Solid-Phase Microextraction), a SBSE (Extração Sortiva em Barra 

de Agitação, do inglês Stir-Bar Sorptive Extraction), a BAµE (Microextração em Barra 

Adsortiva, do inglês Bar Adsorptive Microextraction), a DPX e a LPME (Microextração em 

Fase Líquida, do inglês Liquid-Phase Microextraction) que engloba várias técnicas, dentre 

elas a DLLME, a HLLME e a SDME (Microextração em Gota Única, do inglês Single-Drop 

Microextraction). Para este trabalho foram utilizadas três técnicas de microextração: a DPX, a 

DLLME e a HLLME. 

 

2.3.1 Microextração Líquido-Líquido Dispersiva - DLLME  

 

A LPME engloba uma variedade de técnicas que são essencialmente versões 

miniaturizadas da LLE destacando-se dentre elas a DLLME (Kokosa, 2015). Essa técnica foi 

proposta em 2006 por Rezaee e colaboradores (Rezaee et al., 2006), é baseada na partição dos 

analitos entre duas fases imiscíveis, uma aquosa (amostra) e outra orgânica (solvente 

orgânico). A solubilização dos analitos nas fases depende da polaridade do sistema. Os 

analitos são geralmente apolares, apresentando maior afinidade pela fase orgânica apolar do 

que pela fase aquosa altamente polar, sendo o equilíbrio resultante representado pela equação 

1, onde A é o analito (Borges et al., 2015). 

 

                                                                    Aaq ⇌ Aorg                                               Equação (1) 

 

Em um caso ideal, a razão das atividades do analito A nas duas fases é uma constante 

independente da quantidade de A, e para uma dada temperatura a constante de equilíbrio (KD) 

é o coeficiente de partição, como representado na equação 2. 

 

                                                                     KD = [Aorg]                                            Equação (2) 

                                                                               [Aaq] 

  

Após atingido o tempo necessário para a partição dos analitos, as fases são separadas. 

Alguns fatores afetam a polaridade relativa do sistema, tais como a concentração de sal, o pH 

da amostra e misturas de solventes solúveis ou parcialmente solúveis na fase aquosa. Se após 
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a extração, a concentração de analito na fase orgânica for próxima de 100%, a DLLME é 

considerada uma técnica de extração exaustiva. Se a transferência de analito entre a fase 

aquosa e orgânica for parcial, a DLLME é considerada uma técnica de extração baseada no 

equilíbrio de partição (Borges et al., 2015). 

O procedimento de DLLME é baseado em um sistema ternário de solventes, 

constituído de uma mistura de solvente extrator (imiscível na amostra aquosa) e solvente 

dispersor (miscível no solvente extrator e na amostra aquosa). Essa mistura é rapidamente 

introduzida na amostra com o auxílio de uma seringa, formando uma solução turva com 

microgotas que apresentam grande área superficial. Consequentemente, o equilíbrio é 

rapidamente alcançado e a extração é independente do tempo, melhorando assim 

consideravelmente a frequência analítica do método. As microgotas consistem no solvente 

extrator mais o analito já extraído. Após, é procedida a etapa de centrifugação, onde ocorre a 

sedimentação das microgotas formando uma fase sedimentada, a qual é retirada com o auxílio 

de uma seringa e então, é efetuada a determinação dos analitos pela técnica mais apropriada 

(Kokosa, J. M. et al., 2009; Caldas et al., 2011; Borges et al., 2015; Campillo et al., 2017). 

Na Figura 1 está apresentado um esquema que demonstra as etapas envolvidas em um típico 

procedimento de DLLME. 
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Figura 1 – Esquema do procedimento de DLLME. Em (a) injeção da mistura de solvente 

extrator e dispersor em uma amostra aquosa e formação de uma solução turva composta por 

microgotas; em (b) centrifugação para separação das microgotas e formação de uma fase 

sedimentada; e em (c) retirada da fase sedimentada e transferência para um microvial para 

posterior análise. 

 

Fonte: Adaptado de (Caldas et al., 2011). 

 

A DLLME apresenta diversos parâmetros que precisam ser otimizados para que a 

eficiência de extração seja adequada. Uma das variáveis que mais influência a extração em 

DLLME é o solvente extrator, que deve ser escolhido de acordo com a sua densidade, 

capacidade de extração dos analitos e adequação ao equipamento de quantificação (Borges et 

al., 2015). Os solventes extratores mais empregados na técnica de DLLME clássica são os 

solventes clorados, tais como o clorofórmio, clorobenzeno e tetracloreto de carbono (Liang e 

Sang, 2008; Xiong et al., 2009; Shokoufi e Hamdamali, 2010; Fernandez et al., 2013; 

Fernandez et al., 2014; Gardner et al., 2015). Apesar desses solventes apresentarem boa 

capacidade de extração, é importante ressaltar sua toxicidade, o que representa riscos para o 

analista e ao meio ambiente. Além disso, apresentam alta volatilidade, o que pode acarretar 

em problemas de reprodutibilidade do método analítico. O volume de solvente extrator 

determina o fator de concentração da DLLME. Geralmente o sinal analítico aumenta com o 

aumento do volume de solvente extrator devido ao aumento do número de microgotas e 

assim, da eficiência de extração. Contudo, também ocorre o aumento do volume de fase 

sedimentada, resultando em um menor fator de concentração. Portanto, o volume ótimo de 
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solvente extrator é o que garante um alto fator de concentração ao mesmo tempo que gera um 

volume de fase sedimentada suficiente para a análise (Campillo et al. 2017). 

A escolha do solvente dispersor deve ser feita com base na sua solubilidade tanto na 

fase orgânica quanto na fase aquosa. O volume de solvente dispersor também influencia a 

quantidade de fase sedimentada formada. A força iônica da solução aquosa influencia na 

separação das fases, uma vez que a adição de sal faz com que diminua a solubilidade do 

solvente dispersor na fase aquosa, aumentando assim o volume de fase sedimentada. O ajuste 

do pH do meio também é de suma importância, uma vez que é preferível que os analitos se 

encontrem na forma neutra para facilitar a partição dos mesmos nas microgotas de solvente 

extrator (Campillo et al. 2017). 

As principais vantagens apresentadas pela DLLME são: o rápido equilíbrio de 

extração, o uso de pequenos volumes de solventes orgânicos e pequeno volume de amostra, a 

baixa geração de resíduo e as altas eficiências de extração. Porém, a DLLME na sua versão 

clássica apresenta a desvantagem de utilizar solventes orgânicos clorados que são escolhidos 

geralmente pela alta densidade que apresentam. Dentre eles os mais utilizados são: 

clorofórmio (utilizado em 18,6% dos artigos publicados), tetracloreto de carbono (15,1%), 

clorobenzeno (6,3%), tetracloroetileno (2,8%), diclorometano (2,8%), tetracloroetano (1,8%), 

tricloroetileno (1,6%), diclorobenzeno (0,8%), dicloroetano (0,6%), dibromoetano (0,6%) e 

tricloroetano (0,5%) (Campillo et al. 2017). 

 

2.3.2 Microextração Líquido-Líquido Homogênea - HLLME 

 

A HLLME é baseada em princípios similares aos da DLLME. Porém na HLLME, a 

fase orgânica entra em contato com a fase aquosa formando uma única fase, assim, não há 

formação de interface entre a fase orgânica e aquosa, o que fornece uma superfície de contato 

infinitamente grande para a extração (Cabuk et al., 2014; Havlikova et al., 2019). 

A extração compreende duas etapas: primeiramente é promovida a completa 

miscibilidade das fases doadora (amostra) e receptora (fase orgânica); após, é realizada a 

separação das fases através da adição ou remoção de um reagente específico. Dessa forma, os 

analitos passam para um pequeno volume de solvente orgânico (Ahmar et al., 2018). 

Vários métodos têm sido empregados para a separação das fases na técnica de 

HLLME, como adição de sal para promover o efeito salting-out (Farajzadeh et al., 2013; 

Akramipour et al., 2016), sistemas com surfactantes perfluorados (Ghiasvand et al., 2005) e 

formação de par iônico (Jamali et al., 2007). Em 2013 foi proposto um sistema dependente do 
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pH (Ebrahimpour et al., 2013). Para esse sistema o solvente deve ter solubilidade na fase 

aquosa dependente do pH e densidade menor que a da água. Por isso, a seleção do solvente de 

extração é restrita a poucos solventes orgânicos (Cabuk et al., 2014). 

Uma nova classe de solventes que possuem as características necessárias para serem 

empregados como fase extratora na técnica de HLLME é a dos SHSs. Eles têm ganhado 

atenção devido aos aspectos ambientalmente amigáveis que apresentam, pois são menos 

tóxicos que os solventes geralmente empregados em técnicas de extração (Jessop et al., 2010; 

Vanderveen et al., 2014). Eles comutam entre uma forma miscível e uma forma imiscível em 

solução aquosa, dependendo do pH do meio. A mudança de pH geralmente é realizada através 

da adição e remoção de CO2 ou adição de um reagente específico, como por exemplo 

hidróxido de sódio. 

As principais vantagens da técnica de HLLME são: o rápido equilíbrio de extração, o 

que reduz o tempo de preparo da amostra; a simplicidade, ou seja, não é necessário utilizar 

nenhum aparato e/ou reagente especial; a boa eficiência de extração; o baixo custo; e o baixo 

consumo de amostra e solvente orgânico. Com a utilização de SHS o método também se torna 

mais ambientalmente amigável (Ebrahimpour et al., 2013; Yazdanfar et al., 2014; Ahmar et 

al., 2018). 

Os principais parâmetros que podem afetar a extração utilizando a técnica de 

HLLME e que devem ser avaliados são o tipo e o volume de solvente extrator, o volume de 

amostra, a adição de sal para promover o efeito salting-out, o tempo de extração, o reagente 

utilizado para promover a separação das fases, e a necessidade de utilizar um auxiliar para 

acelerar esse processo, o qual pode ser aquecimento ou congelamento (Ebrahimpour et al., 

2013; Hu et al., 2016).  

 

2.3.3 Extração em Ponteira Descartável – DPX 

 

A DPX foi desenvolvida pelo Dr. William Brewer na Universidade da Carolina do 

Sul, EUA, em 2003, sendo uma modificação da SPE. O dispositivo de DPX consiste em uma 

ponteira com capacidade de 1 a 5 mL preenchida com material sorvente disperso entre dois 

filtros, como pode ser observado na Figura 2. 
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Figura 2 – Ponteira de DPX. 

 

Fonte: Adaptado de (Brewer, 2003). 

 

A DPX é baseada no mesmo princípio da SPE e apresenta algumas etapas 

semelhantes. A separação do analito da matriz ocorre através da afinidade do analito presente 

na amostra pela fase extratora presente na ponteira (fase sólida). Na Figura 3 estão 

apresentadas as etapas envolvidas na extração por DPX: (1) condicionamento da fase 

extratora para ativação dos sítios sorventes; (2) aspiração da amostra; (3) aspiração de ar para 

realização da mistura dinâmica entre amostra e fase extratora; (4) descarte da amostra; (5) 

limpeza para remoção de interferentes (etapa opcional); (6) aspiração de solvente para 

dessorção líquida do analito; (7) aspiração de ar para realizar a mistura dinâmica entre 

solvente e fase extratora; e (8) descarte do solvente em frasco para análise (Brewer, 2003; 

Bordin et al., 2016). 

 

Figura 3 – Etapas envolvidas na técnica de DPX. Em (1) condicionamento; (2) aspiração da 

amostra; (3) aspiração de ar; (4) descarte da amostra; (5) limpeza; (6) aspiração de solvente 

para dessorção líquida; (7) aspiração de ar; e (8) descarte do solvente em frasco para análise. 

 

Fonte: Autoria própria (2019). 
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O modo como a fase extratora está dispersa dentro da ponteira, bem como a 

aspiração de ar, permitem uma mistura dinâmica da amostra com a fase extratora, levando a 

um rápido equilíbrio de sorção entre o analito e a fase sólida, que retém seletivamente o 

analito. Assim, a DPX apresenta vantagens sobre outras técnicas de microextração, tais como: 

extrações rápidas e de fácil execução, não necessitando de experiência prévia do analista; 

utilização de menores massas de fase extratora bem como pequenos volumes de amostra e 

solventes orgânicos, gerando menores quantidades de resíduo e contribuindo com a química 

verde. Sua configuração permite o fluxo bidimensional de solvente e amostra, além de fácil 

automação, resultando no aumento da frequência analítica; apresenta alta eficiência de 

extração e menor custo em comparação a SPE tradicional (Brewer, 2003; Borges et al., 2015; 

Bordin et al., 2016). 

Os principais parâmetros que podem influenciar a extração por DPX são o tipo e a 

massa de fase extratora, o volume de amostra, o número de ciclos de extração, o tempo de 

extração, o tipo e volume do solvente de dessorção, o número de ciclos de dessorção, o tempo 

de dessorção, o pH e a força iônica da amostra. 

Na extração por DPX a escolha da fase extratora deve ser feita de acordo com as 

características dos analitos. Diversas fases extratoras são vendidas comercialmente pela 

DPXLabs (DPX technologies, 2020), a qual disponibiliza informações sobre o emprego das 

ponteiras. Outra possibilidade, quando fases comerciais não estão disponíveis para uma 

aplicação específica, é adquirir ponteiras de DPX sem fase extratora (DPX-branco) e usar um 

material alternativo. Com relação à massa da fase extratora, o seu aumento pode proporcionar 

um aumento na extração dos analitos (Pawliszyn, 2009). Porém, é importante avaliar a 

capacidade da ponteira de DPX (geralmente 1 mL). Dessa forma, a massa deve ser compatível 

com o tamanho da ponteira de DPX para permitir a mistura dinâmica entre fase extratora e 

amostra aquosa contendo os analitos. Massas altas podem dificultar a mistura dinâmica 

reduzindo assim a eficiência de extração (Corazza et al., 2017). 

Na técnica de DPX um ciclo de extração compreende a aspiração da amostra, 

aspiração de ar, permanência da amostra na ponteira (tempo de extração) e descarte da 

amostra. Assim, pode-se realizar um ciclo de extração ou quantos forem necessários usando a 

mesma alíquota ou alíquotas novas da amostra. Quando alíquotas novas são inseridas, um 

volume maior de amostra é utilizado na extração e uma nova porção dos analitos fica 

disponível para interagir com a fase extratora, aumentando a pré-concentração dos analitos. 

Quando se utilizam alíquotas novas da amostra, a tendência é que os analitos sejam extraídos 

até a saturação da fase extratora (Corazza et al., 2017). 
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Com relação à etapa de dessorção, um ciclo de dessorção compreende a aspiração do 

solvente de dessorção, aspiração de ar, permanência do solvente de dessorção na ponteira 

(tempo de dessorção) e coleta do solvente contendo os analitos em um frasco para análise. 

Nessa etapa é importante avaliar o solvente mais adequado, ou seja, com maior capacidade de 

romper a interação analito-fase extratora (Bordin et al., 2016). Também é necessário avaliar o 

volume de solvente utilizado na dessorção, volumes pequenos resultam em uma maior pré-

concentração dos analitos e, assim, melhores LODs e LOQs podem ser alcançados. Contudo, 

também podem prejudicar a precisão do método, uma vez que o volume pode ser insuficiente 

para a adequada dessorção dos analitos. Além disso, pode ser necessário mais de um ciclo de 

dessorção para romper a interação analito-fase extratora (Corazza et al., 2017). 

Na técnica de DPX os equilibrios de extração e dessorção são rapidamente atingidos, 

sendo suficiente alguns segundos. Assim, os tempos de extração e dessorção podem ser 

otimizados variando de zero a alguns segundos. Além disso, alguns trabalhos reportados na 

literatura têm fixado o volume de amostra, o volume de solvente de dessorção, o tempo de 

extração e o tempo de dessorção (Guan et al., 2010; Pena-Abaurrea et al., 2013; Bordin et al., 

2014; Andersson et al., 2016; Pinto et al., 2017). 

Outro parâmetro que deve ser considerado é o pH da amostra. O melhor pH depende 

do mecanismo de extração da fase sorvente. Em alguns casos é preferivel que o analito esteja 

na forma neutra. Entretanto, algumas fases extratoras para DPX utilizam o mecanismo de 

troca aniônica ou catiônica para a extração, sendo necessário que o analito esteja na forma 

ionizada. Por fim, a força iônica da amostra aquosa também pode influenciar na extração, uma 

vez que a solubilidade de compostos orgânicos em água pode diminuir com o aumento da 

força iônica, facilitando a sua migração para a fase extratora (efeito salting-out). Esse efeito é 

observado principalmente para compostos polares e com média-polaridade (Kokosa, J. M.; et 

al., 2009; Dias et al., 2015). 

Apesar das vantagens apresentadas pelas técnicas de microextração ainda busca-se 

um melhoramento dos métodos analíticos e isso pode ser realizado através do estudo de fases 

extratoras alternativas. 

 

2.4 FASES EXTRATORAS ALTERNATIVAS EMPREGADAS EM 

MICROEXTRAÇÃO 

 

Há uma crescente demanda para o melhoramento dos métodos analíticos com relação 

à diminuição da utilização de reagentes e geração de resíduos, bem como para a obtenção de 
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resultados confiáveis e adequados às legislações mais exigentes. Dessa forma, fases extratoras 

alternativas vêm sendo constantemente desenvolvidas e estudadas.  

Dependendo da técnica de extração e do analito, os objetivos da busca dessas fases 

variam, como por exemplo: melhorar a seletividade do método; aumentar a capacidade 

sortiva; fornecer fases extratoras com melhores capacidades térmicas, químicas ou mecânicas 

e assim aumentar a vida útil dos dispositivos que as empregam; reduzir custos, pois muitas 

vezes as fases extratoras alternativas são rejeitos de outras atividades; aumentar a velocidade 

da análise, uma vez que o equilíbrio de extração pode ser atingido mais rapidamente com 

outro material; e adequar os métodos aos princípios da química verde (Augusto et al., 2010).  

Assim, nesse trabalho foi estudado o uso do material 3-n-

propil(3metilpiridínio)silsesquioxano (Si3Py
+
Cl

-
) como fase extratora alternativa na técnica 

de DPX; e o uso dos solventes MILs e SHSs como fases extratoras alternativas nas técnicas 

de microextração DLLME e HLLME, respectivamente.  

 

2.4.1 Cloreto de 3-n-propil(3-metilpiridínio)silsesquioxano - Si3Py
+
Cl

-
 

 

O material Si3Py
+
Cl

-
 foi inicialmente sintetizado e estudado para a adsorção de 

compostos metálicos, através do mecanismo de troca iônica (Magosso et al., 2009). Em outro 

trabalho também foi explorada a sua capacidade de adsorção, sendo posteriormente aplicado 

na determinação eletroquímica de nitrito (Magosso et al., 2010). Na Figura 4 está 

representada a estrutura química do composto sintetizado. 
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Figura 4 – Estrutura química do material Si3Py
+
Cl

-
 obtido através do método sol-gel. 

 

Fonte: (Magosso et al., 2009; Corazza et al., 2017). 

 

Como pode ser observado, esse material possui vários grupos que podem ser 

explorados para a extração de compostos orgânicos presentes em diversas matrizes, tais como 

grupos silanóis (Si-OH) que podem interagir fortemente com os analitos através de ligações 

de hidrogênio e grupos piridínicos, os quais podem interagir através de interações π-π com os 

analitos que possuem anéis aromáticos em sua estrutura. 

 

2.4.2 Líquidos Iônicos – ILs 

 

Líquidos Iônicos (ILs, do inglês Ionic Liquids) são uma classe de sais fundidos que 

apresentam ponto de fusão igual ou inferior a 100 ºC (Welton, 1999; Zhao e Anderson, 2011). 

O primeiro IL foi sintetizado em 1914 por Paul Walden (Marcinkowska et al., 2019). 

Geralmente são compostos por cátions orgânicos e ânions orgânicos ou inorgânicos. Eles 

possuem algumas propriedades físico-químicas que podem ser vantajosas incluindo pressão 

de vapor quase desprezível à temperatura ambiente, alta estabilidade térmica, propriedades de 

solvatação ajustáveis, viscosidade e condutividade variáveis e miscibilidade em diferentes 

solventes, além de não serem inflamáveis (Ho et al., 2011).  

Através da observação da estrutura dos analitos e das interações possíveis, a estrutura 

dos ILs pode ser moldada para que eles exibam propriedades de solvatação complementares 

aos compostos de interesse. Por exemplo, a presença de um grupo aromático na estrutura do 
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IL pode favorecer as interações π-π com compostos que contenham anel aromático em sua 

estrutura. Isso oferece maior seletividade e LODs e LOQs mais baixos para o método 

analítico. É estimado que a possibilidade de combinações diferentes para a formação de ILs 

possa alcançar a ordem de 10
18

 (Yao e Anderson, 2009; Ho et al., 2014; Hantao et al., 2016). 

Os ILs tem sido amplamente aplicados na química analítica como fases estacionária 

em cromatografia e fases extratoras em técnicas de microextração baseadas em solventes, tais 

como DLLME, SDME, HF-LPME (Microextração em Fase Líquida com Fibra Oca, do inglês 

Hollow-Fiber Liquid-Phase Microextraction) (Zhang et al., 2013; Socas-Rodriguez et al., 

2014) e em técnicas de extração baseadas em sorção, tais como SPE e SPME (Ho et al., 2011; 

Fontanals et al., 2012). Quando aplicados como fase estacionária para cromatografia podem 

produzir excelente eficiência de separação. Quando aplicados em técnicas de microextração 

podem aumentar a pré-concentração dos analitos e a seletividade do método (Ho et al., 2014; 

Hantao et al., 2016). Recentemente, uma nova classe de ILs conhecida como MILs tem sido 

objeto de atenção em inúmeras aplicações analíticas. 

 

2.4.2.1 Líquidos Iônicos Magnéticos – MILs 

 

Os MILs respondem fortemente a um campo magnético externo devido a serem 

produzidos pela incorporação de um composto paramagnético na estrutura do cátion ou do 

ânion do IL. Para isso, geralmente são usados metais de transição, tais como cobalto, 

manganês, gadolíneo e disprósio. Além disso, possuem as propriedades físico-químicas únicas 

e ajustáveis dos ILs (Clark et al., 2016; Sajid et al., 2019). Na Tabela 1 estão apresentados 

alguns exemplos de MILs. 
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Tabela 1 – Exemplos de MILs e suas estruturas. 

MIL Estrutura Referência 

Trihexyltetradecylphosphonium 

Tetrakis(hexafluoroacetylaceto)dyspro

sate(III) 

 

(Hice et al., 

2020) 

Trihexyltetradecylphosphonium 

tetrachlorocobalt (II) 

 

 

 (Feng et al., 

2020) 

[Co(EDTA)] methyltrioctylammonium 

 

(Branco et 

al., 2011) 

Trihexyltetradecylphosphonium 

tetrachloromanganate (II) 

 

 

(Albo et al., 

2012) 

Tricaprylylmethylammonium 

chloridetetrachloromanganate (II)  

 

 

 

 

 

 

 

(Sigma-

Aldrich, 

2020) 

Fonte: Autoria própria (2020).  
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Antes da síntese do MIL algumas considerações sobre a sua estrutura devem ser 

feitas, pois algumas propriedades como suscetibilidade magnética, hidrofobicidade e 

viscosidade, podem afetar o seu emprego na extração de compostos presentes em amostras 

aquosas. A suscetibilidade magnética está relacionada com o momento magnético efetivo 

(µeff). Essa propriedade implica na remoção do MIL da solução, sendo principalmente devida 

ao ânion contendo o metal, mas podendo variar também com a mudança do cátion (Clark et 

al., 2016; Sajid et al., 2019). 

A hidrofobicidade do MIL é uma propriedade importante quando os analitos estão 

presentes em amostras aquosas. Para que o MIL seja removido da amostra aquosa juntamente 

com o analito, através da aplicação de um campo magnético, ele não pode ser miscível em 

água. Assim, o seu cátion pode ser funcionalizado com grupos hidrofóbicos. Uma forma fácil 

e com bom custo benefício é funcionalizar o cátion do MIL a base de imidazólio com alquilas 

de cadeia longa e/ou aromáticas (Del Sesto et al., 2008; Mehdi et al., 2010; Brown et al., 

2013; Nacham et al., 2015). Também é possível incorporar ânions fracamente coordenados e 

relativamente hidrofóbicos, além disso, pode-se introduzir um componente paramagnético no 

cátion e selecionar um ânion relativamente hidrofóbico (Sajid et al., 2019). 

Outra propriedade dos MILs que também influencia a sua aplicação em técnicas de 

preparo de amostras é a viscosidade, sendo que viscosidades baixas são preferidas para 

facilitar a mistura com a amostra e a transferência de massa em técnicas de extração. 

Modificações estruturais podem ser empregadas para ajustar a viscosidade (Yoshida e Saito, 

2006). 

A síntese e aplicação desses materiais tem sido reportada usando diferentes íons, 

incluindo ferro (Clark et al., 2015), manganês (Del Sesto et al., 2008), cobalto (Peppel et al., 

2010), disprósio (Hice et al., 2020) e gadolínio (Del Sesto et al., 2008). No trabalho de Yu et 

al., 2016, foi proposta a utilização de um MIL baseado em Mn ([P6,6,6,14
+
]2[MnCl4

2−
]) como 

solvente extrator para DLLME. Nessa abordagem, uma pequena quantidade de MIL 

combinado com um solvente dispersor foi introduzido em uma solução aquosa e, após a 

extração, a fase extratora foi recuperada com a ajuda de uma barra magnética. Essa 

abordagem possui características analíticas importantes, incluindo a sua simplicidade e 

velocidade, a não utilização de uma etapa de centrifugação e a alta estabilidade dos MILs 

hidrofóbicos em solução aquosa. 
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2.4.3 Solvente com Hidrofilicidade Comutável – SHS  

 

A destilação é o método padrão para remover o solvente do produto final de quase 

qualquer processo químico que use solvente. A dependência da indústria é responsável pelo 

uso continuado e generalizado de solventes orgânicos voláteis, mesmo seus riscos sendo bem 

conhecidos. Assim, o uso de SHS como alternativa aos solventes orgânicos empregados na 

indústria foi reportado em 2010, onde foram usados para substituir o uso do hexano na 

extração do óleo da soja, dispensando assim a etapa de destilação (Jessop et al., 2010). 

Para um composto ser considerado um SHS, ele deve ser capaz de comutar entre uma 

forma miscível e uma forma imiscível em solução aquosa dependendo da composição da 

solução ou do pH. Na Figura 5, está apresentado um exemplo genérico de um SHS. 

Inicialmente o SHS está na sua forma hidrofóbica, ou seja, imiscível em água, com a adição 

de CO2, o SHS passa para a sua forma hidrofílica, tornando-se solúvel em água, formando 

uma solução monofásica. Com a retirada do CO2 do sistema, o SHS retorna para a sua forma 

hidrofóbica, formando uma solução bifásica. As aminas terciárias, aminas secundárias, 

aminas com grupo funcional incorporado, amidas e ácidos graxos podem possuir 

características de hidrofilicidade comutável (Jessop et al., 2010). 

 

Figura 5 – Comutação de um solvente com hidrofilicidade comutável através da adição e 

remoção de CO2. 

 

Fonte: Adaptado de (Jessop et al., 2010). 

 

Para exemplificar melhor esse processo, na equação 3 está apresentado um exemplo 

de uma amina terciária com hidrofilicidade comutável. Em água e na presença de CO2 ela é 

convertida através da protonação em um sal de amônio que é solúvel em água. Removendo o 

CO2, ela retorna para a sua forma hidrofóbica (desprotonada).  

 

                                NR3 (l) + H2O (l) + CO2 (g) ⇌ NR3H
+
 (aq) + HCO3

–
 (aq)                Equação (3) 
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Em 2014, foram identificadas treze novas aminas secundárias e terciárias com 

comportamento de SHS que são de fácil aquisição e/ou síntese. No estudo, observou-se que as 

aminas que apresentaram comportamento de SHS possuíam Log Kow entre 1,2 e 2,5 e pKa 

acima de 9,5. Essas propriedades são um guia para selecionar novos compostos com 

característica comutável (Vanderveen et al., 2014). 

A primeira utilização dos SHSs em técnicas de microextração foi reportada por 

Ebrahimpour et al. em 2013 para a determinação de clorofenóis em amostras de água por 

HPLC-UV. A técnica de microextração utilizada foi a HLPME (Microextração em Fase-

Líquida Homogênea, do inglês Homogeneous Liquid-Phase Microextraction) e o SHS 

utilizado como solvente extrator foi o ácido octanóico. Na Tabela 2 estão apresentados alguns 

trabalhos reportados desde então, onde os SHSs foram utilizados em técnicas de 

microextração. 
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Tabela 2 – Aplicações dos solventes com hidrofilicidade comutável em técnicas de microextração. 

SHS Analito Matriz Técnica de preparo da amostra 
Técnica de 

quantificação 
Referência 

N,N-

dimetilciclohexilamina 

(DMCHA) 

HPAs Água 

Microextração Líquido-Líquido Homogênea 

baseada em Solvente com Hidrofilicidade 

Comutável 

(SHS-HLLME) 

Medida 

fluorimétrica e 

GC-MS 

(Lasarte-

Aragones et 

al., 2015b) 

N,N-

dimetilciclohexilamina 

(DMCHA) 

Herbicidas da classe 

das triazinas 
Água 

Microextração Líquido-Líquido Homogênea 

baseada em Solvente com Hidrofilicidade 

Comutável 

(SHS-HLLME) 

GC-MS 

(Lasarte-

Aragones et 

al., 2015a) 

Ácido hexanóico Ofloxacina Urina 

Microextração em Fase Líquida baseada em 

Solvente Comutável Assistida por 

Efervescência 

(EA-SS-LPME) 

HPLC-FLD 
(Vakh et al., 

2016) 

Ácido decanóico 
Inseticidas 

piretróides 
Água 

Microextração Líquido-Líquido Dispersiva on-

site baseada na Solidificação de Solvente 

Comutável 

(on-site DLLME-SSS) 

HPLC-UV 
(Hu et al., 

2016) 

Ácido nonanóico Fluoroquinolonas Camarão 

Microextração baseada em Membrana com 

Solvente com Hidrofilicidade Comutável 

(SHS-MME) 

HPLC-FLD 
(Pochivalov et 

al., 2017) 

Dipropilamina 

(DPA) 

Compostos 

nitroaromáticos 
Água 

Microextração baseada em Solvente com 

Hidrofilicidade Comutável 

(SHS-ME) 

GC-FID 
(Rameshgar et 

al., 2017) 

Dipropilamina 

(DPA) 
Metanfetamina Urina 

Microextração Líquido-Líquido Homogênea 

baseada em Solvente com Hidrofilicidade 

Comutável 

(SHS-HLLME) 

GC-MS 
(Shahvandi et 

al., 2018) 
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SHS Analito Matriz Técnica de preparo da amostra 
Técnica de 

quantificação 
Referência 

N,N-

dimetilciclohexilamina 

(DMCHA) 

Bisfenol A, B, F, 

AF e 

Tetrabromobisfenol 

A 

Leite, suco de 

laranja, bebida 

energética 

Microextração Baseada em Solvente com 

Hidrofilicidade Comutável 

(SHS-BME) 

HPLC-UV 
(Wang et al., 

2018) 

Dipropilamina 

(DPA) 

Metadona e 

tramadol 
Urina 

Microextração Líquido-Líquido Homogênea 

baseada em Solvente com Hidrofilicidade 

Comutável 

(SHS-HLLME) 

GC-FID 
(Ahmar et al., 

2018) 

N,N-

dimetilciclohexilamina 

(DMCHA) 

Fármacos 
Urina, saliva 

e leite 

Microextração Líquido-Líquido baseada 

em Solvente com Hidrofilicidade 

Comutável (SHS-LLME) 

HPLC-DAD 
(Hassan e 

Alshana, 

2019) 

Ácido decanóico Vanádio 
Água e 

alimento 

Microextração Líquido-Líquido 

Homogênea baseada em Solvente com 

Hidrofilicidade Comutável e Microseringa 

(μS-SHS-HLLME) 

ETAAS 
(Naeemullah e 

Tuzen, 2019) 

Fonte: Autoria própria (2020). 

 

SHS-HLLME: Microextração Líquido-Líquido Homogênea baseada em Solvente com Hidrofilicidade Comutável, do ingles Switchable Hydrophilicity Solvent-based 

Homogenous Liquid-Liquid Microextraction. 

EA-SS-LPME: Microextração em Fase Líquida baseada em Solvente Comutável Assistida por Efervescência, do inglês Effervescence-Assisted Switchable 

Solvent-Based Liquid Phase Microextraction. 

on-site DLLME-SSS: Microextração Líquido-Líquido Dispersiva on-site baseada na Solidificação de Solvente Comutável, do ingles on-site Dispersive Liquid-Liquid 

Microextraction base on the Solidification of Switchable Solvent. 

SHS-MME: Microextração baseada em Membrana com Solvente com Hidrofilicidade Comutável, do ingles Switchable Hydrophilicity Solvent Membrane-based 

Microextraction. 

SHS-ME: Microextração baseada em Solvente com Hidrofilicidade Comutável, do ingles Switchable-Hydrophilicity Solvent-based Microextraction. 

SHS-BME: Microextração Baseada em Solvente com Hidrofilicidade Comutável, do ingles Switchable Hydrophilicity Solvent-Based Microextraction. 

SHS-LLME: Microextração Líquido-Líquido baseada em Solvente com Hidrofilicidade Comutável, do ingles Switchable Hydrophilicity Solvent Liquid-Liquid 

Microextraction. 

μS-SHS-HLLME: Microextração Líquido-Líquido Homogênea com Solvente com Hidrofilicidade Comutável e Microseringa, do ingles Switchable Hydrophilicity Solvent 

Microextraction syringe-based Homogenous Liquid-Liquid Microextraction. 

GC-MS: Cromatografia Gasosa acoplada à Espectrometria de Massas, do inglês Gas Chromatography-Mass Spectrometry. 

GC-FID: Cromatografia Gasosa com Detector por Ionização de Chama, do inglês Gas Chromatography-Flame Ionization Detector.
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Conclusão 

HPLC-FLD: Cromatografia Líquida de Alta Eficiência com Detector de Fluorescência, do inglês High Performance Liquid Chromatography-Fluorescence Detector. 

HPLC-UV: Cromatografia Líquida de Alta Eficiência com Detector de Ultravioleta, do inglês High Performance Liquid Chromatography-Ultraviolet detector. 

HPLC-DAD: Cromatografia Líquida de Alta Eficiência com Detector de Arranjo de Diodos, do inglês High Performance Liquid Chromatography-Diode Array Detector. 

ETAAS: Espectroscopia de Absorção Atômica Eletrotérmica, do inglês Electrothermal Atomic Absorption Spectroscopy. 

 



45 

Como é possível observar na Tabela 2, para a extração de compostos básicos, a DPA 

e a DMCHA são os SHSs mais empregados como fases extratoras em técnicas de 

microextração. Assim, esses dois solventes foram selecionados para esse trabalho. As suas 

estruturas e algumas propriedades físico-químicas estão apresentadas na Tabela 3. 

 

Tabela 3 – Estrutura e algumas propriedades físico-químicas dos SHSs empregados nesse 

trabalho (ChemAxion, 2020). 

Composto Estrutura pKa Log Kow 

Dipropilamina 

(DPA)  
10,77 1,57 

N,N-dimetilciclohexilamina 

(DMCHA) 

 

10,22 1,99 

Fonte: Autoria própria (2020). 

 

A DPA e a DMCHA são aminas secundária e terciária, respectivamente e possuem 

as características de pKa e Log Kow reportados por Vanderveen, et al., 2014, para aminas com 

comportamento comutável. As vantagens de se empregar SHSs como solventes extratores em 

técnicas de microextração estão relacionadas aos seus aspectos ambientalmente amigáveis, 

pois são menos tóxicos que alguns solventes convencionais, além disso, são requeridos apenas 

alguns µL para as extrações (Vanderveen et al., 2014).  

A capacidade de comutação é de grande interesse para o preparo de amostra, pois é 

possível a formação de uma área de contato infinitamente grande entre amostra e solvente 

extrator, isso proporciona um rápido equilíbrio de extração. As extrações utilizando SHSs são 

simples e não requerem aparatos e nem reagentes especiais. Ademais, são solventes que 

apresentam baixo custo e são de fácil aquisição (Lasarte-Aragones et al., 2015b). 
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3 OBJETIVOS  

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 Desenvolvimento de métodos empregando fases extratoras alternativas Si3Py
+
Cl

-
, 

MILs e SHSs nas técnicas de microextração, DPX, DLLME e HLLME para a determinação 

de disruptores endócrinos fenólicos em amostras de água de rio, hormônios estrógenos em 

amostras de urina humana e contaminantes provenientes de embalagens alimentícias em 

amostras de água de coco, respectivamente. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Sintetizar e caracterizar o material Si3Py
+
Cl

-
 para ser empregado como fase extratora 

alternativa na técnica de DPX para a extração de compostos disruptores endócrinos fenólicos 

de amostras de água de rio. 

 Otimizar os principais parâmetros que influenciam a extração por DPX: massa de fase 

extratora, número de ciclos de extração, solvente de dessorção, número de ciclos de 

dessorção, pH e força iônica da amostra. 

 Determinar e avaliar os principais parâmetros analíticos de mérito como limites de 

detecção e quantificação, coeficientes de correlação e faixa linear.  

 Aplicar o procedimento de DPX-Si3Py
+
Cl

-
 otimizado em ensaios de recuperação e 

precisão para amostra de água de rio. 

 Sintetizar e caracterizar MILs (tetracloro manganês (II) de trihexiltetradecil fosfônio e 

tetracloro manganês (II) Aliquat) para serem empregados como solventes extratores 

alternativos aos orgânicos clorados geralmente empregados na técnica de DLLME. Expandir 

a aplicabilidade dos MILs para amostras complexas, desenvolvendo um método mais “verde” 

para a extração de hormônios em amostras de urina humana. 

 Otimizar os principais parâmetros que influenciam a extração por DLLME: tipo e 

volume de solvente extrator e dispersor, tempo de extração, pH e força iônica da amostra. 

 Determinar e avaliar os principais parâmetros analíticos de mérito como limites de 

detecção e quantificação, coeficientes de determinação e faixa linear.  

 Aplicar o procedimento desenvolvido DLLME/MIL otimizado em ensaios de 

recuperação e precisão para amostras de urina humana. 
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 Explorar a utilização de SHSs (dipropilamina e N,N-dimetilciclohexilamina) na 

técnica de HLLME, desenvolvendo um método rápido e mais “verde” para a extração de 

contaminantes provenientes de embalagens alimentícias em água de coco. 

 Otimizar os principais parâmetros que influenciam a extração por SHS-HLLME: tipo 

e volume de SHS, volume de NaOH 10 mol L
-1

 para separação das fases, tempo de extração e 

emprego de temperatura para auxiliar na separação das fases. 

 Determinar e avaliar os principais parâmetros analíticos de mérito como limites de 

detecção e quantificação, coeficientes de correlação e faixa linear.  

 Aplicar o procedimento desenvolvido SHS-HLLME otimizado em ensaios de 

recuperação e precisão para amostra de água de coco. 

 Avaliar a robustez do método através do teste de Youden. 

 Analisar amostras de água de coco contidas em embalagens alimentícias. 
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4 EMPREGO DE MATERIAL HÍBRIDO COMO FASE EXTRATORA 

ALTERNATIVA NA TÉCNICA DE EXTRAÇÃO EM PONTEIRA 

DESCARTÁVEL PARA O AUMENTO DA EFICIÊNCIA DE EXTRAÇÃO DE 

DISRUPTORES ENDÓCRINOS FENÓLICOS 

 

4.1 INTRODUÇÃO 

Compostos fenólicos, tais como o bisfenol A, o 4-terc-octilfenol, o 4-octilfenol, o 4-

nonilfenol e o 17α-etinilestradiol são utilizados em diferentes aplicações e são amplamente 

empregados na indústria química. Devido ao fato de não serem totalmente degradados nas 

estações de tratamento de efluentes, esses compostos têm sido encontrados em diferentes 

matrizes ambientais (Chen et al., 2012; Nurulnadia et al., 2014; Cui et al., 2015; Omar et al., 

2016). A grande problemática em torno desses compostos se deve ao fato de eles serem 

disruptores endócrinos, ou seja, podem interferir no sistema endócrino de animais e humanos, 

causando disfunções no sistema reprodutor. Além disso, podem diminuir a atividade 

imunológica dos organismos e aumentar a incidência de câncer (Colborn et al., 1993; Muller 

et al., 2008; Wolff et al., 2015; Liu et al., 2017). Portanto, a presença desses contaminantes 

precisa ser monitorada em diferentes matrizes ambientais.  

A determinação de compostos fenólicos é usualmente realizada através de técnicas 

cromatográficas, incluindo a cromatografia gasosa e a cromatografia líquida, acopladas a 

diferentes detectores. Contudo, devido à complexidade das matrizes ambientais e ao fato de 

que esses compostos geralmente são encontrados em baixas concentrações, a análise direta 

não é possível e técnicas de preparo de amostras adequadas precisam ser aplicadas antes da 

análise cromatográfica. Diversas técnicas de extração e microextração têm sido desenvolvidas 

e empregadas para a determinação de diversos compostos presentes em diferentes matrizes. 

A SPE tem sido empregada para a extração de compostos fenólicos em água. Porém, 

essa técnica está associada a longos tempos de extração e ao uso de volumes relativamente 

grandes de solventes (Ribeiro et al., 2007; Gadzala-Kopciuch et al., 2008; Selvaraj et al., 

2014; Pernica et al., 2015). Outras técnicas reportadas são a SPME (Stoichev et al., 2008; 

Lopez-Darias et al., 2010), a HF-LPME (Villar-Navarro et al., 2013), a MSPE (Extração 

Magnética em Fase Sólida, do inglês Magnetic Solid-Phase Extraction) (Wang e Deng, 2016), 

a DLLME (Cunha e Fernandes, 2010; Lopez-Darias et al., 2010) e a SDME (Lopez-Darias et 

al., 2010).   

A técnica de microextração empregada nesse trabalho foi a DPX, a qual é uma 

variação de SPE e possui algumas vantagens frente a outras técnicas de microextração, tais 
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como: simplicidade de execução; extrações rápidas devido à mistura dinâmica entre a fase 

extratora sólida e a amostra líquida através da aspiração de ar; utilização de menores massas 

de fase extratora, utilização de menores volumes de amostra e solventes orgânicos, 

acarretando em uma menor geração de resíduos; e menor custo em comparação com a SPE 

(Bordin et al., 2016). 

A escolha da fase extratora que será empregada na técnica de DPX depende das 

características do analito e dos constituintes da matriz da amostra. Diversas ponteiras para 

DPX contendo diferentes fases extratoras estão disponíveis comercialmente e dependendo da 

fase extratora a DPX possui diferentes denominações, como: DPX-RP as ponteiras contêm o 

polímero estireno-divinilbenzeno e são indicadas para a extração de compostos apolares e 

pouco polares. DPX-WAX, as ponteiras contêm o polímero estireno-divinilbenzeno com 

amina secundária incorporada, podem atuar como trocadoras aniônicas fracas e são indicadas 

para a extração de ácidos fortes, como sulfatos. DPX-SCX as ponteiras contêm o polímero 

estireno-divinilbenzeno com uma fase estacionária sulfonada incorporada, podem atuar como 

trocadoras catiônicas fortes e são indicadas para a extração de compostos básicos. DPX-WCX 

as ponteiras contêm o polímero estireno-divinilbenzeno com uma fase estacionária de ácido 

carboxílico incorporado e são indicadas para a extração de bases fortes, como aminas 

quaternárias. DPX-SAX as ponteiras contêm o polímero estireno-divinilbenzeno com uma 

fase de amina quaternária incorporada e são indicadas para a extração de compostos ácidos. 

DPX-SI as ponteiras contêm sílica e podem ser usadas para a extração através de ligação de 

hidrogênio. DPX-C18 as ponteiras contêm sílica gel com uma carga de carbono de 18-22% e 

são indicadas para a limpeza rápida de amostras e remoção de interferentes da matriz (Kole et 

al., 2011; Bordin et al., 2016; DPX technologies, 2020). 

As principais aplicações das ponteiras de DPX disponíveis comercialmente são para 

a extração de compostos apolares ou pouco polares, compostos ácidos e básicos e para 

procedimentos de clean-up. Assim, baseado na literatura disponível, observou-se que há a 

necessidade de estudos adicionais envolvendo a determinação de compostos com porções 

mais polares usando a DPX. Essa técnica de preparo de amostra permite o uso de materiais 

alternativos como fases extratoras, uma vez que está disponível comercialmente uma ponteira 

sem fase extratora (DPX-branco). Nesse trabalho, o material Si3Py
+
Cl

-
 foi empregado pela 

primeira vez como fase extratora na técnica de DPX. Esse material possui grupos funcionais 

que podem interagir seletivamente com a porção mais polar dos analitos, sendo assim, as 

interferências da matriz podem ser diminuídas, diminuindo assim os LODs e LOQs do 

método. 
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O objetivo desse estudo foi propor uma nova fase extratora (Si3Py
+
Cl

-
) para a análise 

de bisfenol A (BFA), 17α-etinilestradiol (EE2), 4-terc-octilfenol (4-t-OF), 4-octilfenol (4-OF) 

e 4-nonilfenol (4-NF) usando a DPX com técnica de extração. A estrutura dos analitos e 

algumas propriedades físico-químicas estão apresentadas na Tabela 4. As condições de 

extração foram avaliadas usando estratégias univariadas e multivariadas. Os parâmetros 

analíticos de mérito do método proposto foram determinados em amostras de água de rio e a 

separação/detecção foi realizada usando HPLC-FLD (cromatografia líquida de alta eficiência 

com detector de fluorescência, do inglês high performance liquid chromatography-

fluorescence detector). Ademais, foram estudadas as interações químicas entre o novo 

material extrator e os analitos. 

 

Tabela 4 – Estrutura e algumas propriedades físico-químicas dos analitos selecionados para 

esse trabalho. Referência: (ChemAxon, 2020). 

Composto Estrutura química pKa Log Kow 

Bisfenol A 

 

9,78 4,04 

17α-etinilestradiol 

 

10,33 3,90 

4-terc-octilfenol 

 

10,23 4,69 

4-octilfenol 

 

10,31 5,30 

4-nonilfenol 

 

10,30 5,74 

Fonte: Autoria própria (2020). 
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4.2 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.2.1 Reagentes e materiais 

 

Os compostos fenólicos BFA (99%), EE2 (98%), 4-t-OF (97%), 4-OF (99%) e 4-NF 

(99,8%) foram obtidos da Sigma-Aldrich (Milwaukee, WI, EUA). Soluções padrões 

individuais na concentração de 1000 mg L
-1

 foram preparadas em metanol (MeOH). Soluções 

trabalho contendo um mix dos analitos na concentração de 100 mg L
-1

 foram preparadas em 

MeOH através da diluição adequada da solução trabalho. Ponteiras de plástico (1 mL, sem 

material extrator) foram adquiridas da DPX Labs (Columbia, SC, EUA). Acetonitrila (ACN) e 

MeOH foram adquiridos da JT Baker (Mallinckrodt, NJ, EUA). Água foi purificada em um 

sistema de água ultrapura (Mega Purity, Billerica, EUA). Ortosilicato de tetraetil (TEOS), 

etanol, cloropropiltrimetoxisilano (CPTS), tolueno e 3-metilpiridina foram obtidos da Sigma-

Aldrich (Milwaukee, WI, EUA). Fosfato dibásico, ácido cítrico, ácido clorídrico e cloreto de 

sódio foram obtidos da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil). Um mix de hidrocarbonetos 

policíclicos aromáticos (EPA 525 PAH mix B) foi obtido da Sigma-Aldrich (Milwaukee, WI, 

EUA), com 500 µg mL
-1

 de cada composto em acetona. 

 

4.2.2 Instrumentação e condições cromatográficas 

 

A análise cromatográfica foi realizada em um cromatógrafo líquido Shimadzu 

Prominence LC 20AT series HPLC system (Shimadzu, Kyoto, Japão) equipado com um 

detector de fluorescência (RF 20A series), com um loop de 20 µL e injetor manual Rheodyne 

7725i (RohnertPark, CA, EUA). A separação cromatográfica foi realizada em modo reverso 

usando uma coluna C18 (ZORBAX Eclipse XDB
®

, 250 mm × 4,6 mm, 5 μm d.i, Agilent, CA, 

EUA). O volume de injeção foi 20 µL em um fluxo de 1 mL min
-1

 da fase móvel  no modo 

gradiente. A fase móvel foi composta de uma mistura de ACN (A) e água (B) nos seguintes 

gradientes: 0–5,5 min A 60% e B 40%; 5,5–7,5 min A 80% e B 20% mantido até 25 min; 25–

26 min foi retornado à condição inicial e mantido até 30 min. Foi selecionado no detector de 

fluorescência o comprimento de onda de excitação de 277 nm e de emissão 307 nm. Os dados 

cromatográficos foram avaliados com o software LCsolution (Shimadzu, Kyoto, Japão). 
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4.2.3 Síntese da fase extratora 

 

O material Si3Py
+
Cl

-
 foi preparado pelo processo sol-gel segundo procedimento 

descrito em trabalho anterior (Magosso et al., 2010). Brevemente, 8,2 mL de 

tetraetilortosilicato (TEOS 0,036 mol), 15 mL etanol e 3,2 mL de uma solução aquosa de 

ácido clorídrico (1 mol L
-1

) foram misturados em um balão de fundo redondo. A solução 

resultante foi agitada por 2,5 h à temperatura ambiente (25 ºC). Após, foram adicionados 11,2 

g de 3-n-cloropropiltrimetoxisilano (CPTS 0,056 mol) e a solução foi agitada por 2 h à 

temperatura ambiente. A temperatura da solução foi aumentada para 60 ºC e a mistura foi 

deixada em repouso durante 60 h em atmosfera ambiente até o processo de gelificação 

ocorrer. O sólido resultante foi lavado com etanol e então seco sob vácuo (133 × 10
-3 

Pa) à 

temperatura ambiente. Em torno de 3 g do sólido obtido foram imersos em um balão de fundo 

redondo contendo uma solução preparada pela mistura de 5 mL de 3-metilpiridina pura e 15 

mL de tolueno puro. A mistura foi aquecida na temperatura de refluxo do solvente durante 

aproximadamente 3 h. O sólido foi filtrado, lavado com etanol e seco por 2 h sob vácuo (133 

× 10
-3 

Pa) à temperatura ambiente. A estrutura química do composto sintetizado está 

apresentada na Figura 4 (seção 2.4.1 Cloreto de 3-n-propil(3-metilpiridínio)silsesquioxano – 

Si3Py
+
Cl

-
). 

 

4.2.4 Caracterização da fase extratora 

 

O material Si3Py
+
Cl

-
 foi extensamente caracterizado em trabalhos anteriores 

(Magosso et al., 2009; Magosso et al., 2010). Adicionalmente, para esse trabalho foram 

obtidas informações estruturais por Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de 

Fourier (FTIR), usando um espectrômetro Varian 3100 (Santa Clara, CA, USA). O espectro 

de FTIR foi gerado com pelets de KBr. A morfologia do material Si3Py
+
Cl

-
 foi avaliada por 

Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) usando um microscópio Hitachi TM 3030 

(Tokyo, Japão). 

 

4.2.5 Otimização do procedimento de DPX 

 

Vários experimentos foram realizados para otimizar o procedimento de DPX. As 

extrações foram realizadas com 700 µL de água ultrapura fortificada com os analitos na 

concentração de 30 µg L
-1

 de cada analito. A etapa de dessorção foi realizada usando 200 µL 
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de solvente orgânico. O volume de amostra em cada ciclo de extração foi mantido constante 

em 700 µL para permitir uma mistura dinâmica satisfatória entre a fase extratora e a amostra 

aquosa dentro da ponteira (capacidade de 1 mL). Para a etapa de dessorção, o volume de 

solvente orgânico foi mantido constante em 200 µL. Com relação ao tempo de cada ciclo de 

extração/dessorção, esses foram fixados em 30 s. Esses parâmetros foram escolhidos e fixados 

baseados em estudos reportados previamente onde a DPX foi usada como técnica de preparo 

de amostras (Guan et al., 2010; Pena-Abaurrea et al., 2013; Bordin et al., 2014; Andersson et 

al., 2016; Pinto et al., 2017). Parâmetros importantes relacionados com as etapas de extração 

e dessorção foram otimizados, incluindo a massa de fase extratora, tipo de solvente de 

dessorção, números de ciclos (aspiração/permanência/descarte) realizados nas etapas de 

extração e dessorção, pH da amostra e adição de sal, etapa de limpeza e estabilidade da fase 

extratora em solventes orgânicos. Estratégias univariadas e multivariadas foram empregadas e 

os dados experimentais obtidos através das otimizações multivariadas foram processados 

usando o software Statsoft Statistica 8.0 (Statsoft, EUA). 

 

4.2.5.1  Otimização da massa de fase extratora 

 

Inicialmente foi avaliada a massa de material extrator que gerava a melhor eficiência 

de extração. Nessa otimização massas de 30, 50 e 70 mg de Si3Py
+
Cl

-
 foram colocadas dentro 

da ponteira de DPX e as extrações foram realizadas em triplicatas de modo univariado. 

 

4.2.5.2  Otimização do solvente de dessorção 

 

O solvente de dessorção foi otimizado usando MeOH, ACN, água e a mistura desses 

solventes de acordo com o planejamento Simplex Lattice, gerando 9 experimentos (incluindo 

a triplicata no ponto central) apresentados na Tabela 5. Os resultados foram expressos através 

da superfície ternária usando a média geométrica da área dos picos cromatográficos dos 

analitos. Nesse experimento foram usados 200 µL de solvente orgânico com 5 ciclos de 

aspiração/permanência/descarte da mesma alíquota de solvente orgânico. 
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Tabela 5 – Matriz do planejamento Simplex Lattice para a otimização do solvente de 

dessorção. 

Experimento  H2O (%) MeOH (%) ACN (%) 

1 100 0 0 

2 0 100 0 

3 0 0 100 

4 50 50 0 

5 50 0 50 

6 0 50 50 

7 33 33 33 

8 33 33 33 

9 33 33 33 
Fone: Autoria própria (2017). 

 

4.2.5.3  Otimização do número de ciclos de extração e dessorção 

 

Antes da extração, a fase extratora foi condicionada aplicando 3 ciclos com 

MeOH:ACN (50:50, v/v) e 2 ciclos com água ultrapura. Para cada ciclo de extração, uma 

nova alíquota da amostra (700 µL) foi aspirada. Já para os ciclos de dessorção, foi utilizada a 

mesma alíquota (200 µL) de solvente orgânico. A otimização do número de ciclos de extração 

(de 1 a 7) e ciclos de dessorção (de 1 a 7) foi avaliada através do planejamento Doehlert com 

9 experimentos (incluindo a triplicata no ponto central) conforme matriz apresentada na 

Tabela 6. 

 

Tabela 6 – Matriz do planejamento Doehlert para o número de ciclos de extração e dessorção. 

Experimento  Número de ciclos de extração Número de ciclos de dessorção 

1 1 4 

2 3 1 

3 3 7 

4 4 4 

5 4 4 

6 4 4 

7 6 1 

8 6 7 

9 7 4 
Fonte: Autoria própria (2017). 

 

4.2.5.4  Otimização do pH da amostra e adição de sal 

 

Foi avaliada a influência do pH da amostra (4, 5 e 6) e a adição de sal (0, 15 e 30% 

m/v de NaCl) na eficiência de extração. Essas variáveis foram estudadas usando 

procedimentos univariados em triplicata. Fosfato dibásico, ácido cítrico e solução aquosa de 
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ácido clorídrico (1 mol L
-1

)  foram usados para o ajuste do pH da amostra. Cloreto de sódio 

foi empregado para a avaliação da adição de sal na amostra. 

 

4.2.5.5  Otimização da etapa de limpeza 

 

O procedimento de limpeza foi otimizado para evitar efeito de memória através da 

variação do número de ciclos e volume de solventes como a seguir: (a) 1 ciclo de 200 µL de 

MeOH:ACN (50:50 v/v) + 2 ciclos de 200 µL de H2O; (b) 2 ciclos de 200 µL de MeOH:ACN 

(50:50 v/v) + 2 ciclos de 200 µL de H2O; (c) 3 ciclos de 200 µL de MeOH:ACN (50:50 v/v) + 

2 ciclos de 200 µL de H2O; e (d) 1 ciclo de 400 µL de MeOH:ACN (50:50 v/v) + 1 ciclos de 

400 µL de H2O. Para esse estudo foi utilizada uma abordagem univariada em duplicata. 

 

4.2.6 Avaliação da estabilidade da fase extratora e eficiência de extração da DPX-

Si3Py
+
Cl

-
 na extração de compostos fenólicos 

 

A estabilidade da fase extratora Si3Py
+
Cl

-
 foi avaliada através da execução de 15 

procedimentos de extração completos (extração/dessorção/limpeza) usando a mesma porção 

da fase extratora e as condições otimizadas previamente. Os resultados foram expressos 

através da média geométrica da área dos picos cromatográficos dos analitos. 

A eficiência de extração da fase extratora proposta (Si3Py
+
Cl

-
) foi comparada com 

uma fase comercialmente disponível para DPX – estireno-divinilbenzeno (DPX-RP). A DPX-

RP foi escolhida, pois o estireno-divinilbenzeno contêm anéis aromáticos na sua estrutura que 

podem interagir com os analitos através de interações π-π. Para isso, a DPX-RP também foi 

otimizada e as condições obtidas foram: 6 ciclos de extração com 700 µL de amostra em cada 

ciclo; 2 ciclos de dessorção com 200 µL de ACN, pH da amostra ajustado em 6 e sem adição 

de sal. Para comparação cada DPX foi utilizada na sua condição otimizada. Além disso, foi 

utilizada água ultrapura fortificada com os analitos (BFA, EE2, 4-t-OF, 4-OF e 4-NF) na 

concentração de 50 µg L
-1

. 

Ademais, foi realizado um estudo para avaliar o comportamento da fase extratora na 

presença de possíveis compostos interferentes. Para esse estudo foram usados hidrocarbonetos 

policíclicos aromáticos (HPAs). Nesse estudo, foram adicionados 50 µg L
-1

 de HPAs e a 

resposta cromatográfica correspondente aos analitos foi monitorada e comparada com a 

resposta cromatográfica obtida na ausência desses compostos. 
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4.2.7 Parâmetros analíticos de mérito 

 

Os parâmetros analíticos de mérito foram determinados baseados no documento de 

orientação sobre o controle analítico da qualidade e dos procedimentos de validação de 

métodos fornecidos pela Comissão Europeia (European Commission, 2015). As curvas de 

calibração foram obtidas utilizando uma amostra de água de rio coletada no Rio Itajaí (Itajaí, 

Santa Catarina, Brasil), fortificadas com os analitos em seis níveis de concentração (1; 2; 5; 

20; 50 e 100 µg L
-1

). As extrações foram realizadas em triplicatas usando a DPX-Si3Py
+
Cl

-
. 

Os coeficientes de correlação foram calculados baseados nas curvas de calibração. A 

linearidade das curvas de calibração foi verificada usando a análise de variância (ANOVA). 

Os limites de quantificação (LOQs) foram adotados como sendo o primeiro nível de 

concentração da faixa linear e os limites de detecção (LODs) foram obtidos dividindo o LOQ 

por 3,3, baseado em estudos anteriores (Dias et al., 2013; Merib et al., 2016). 

A exatidão e a precisão foram avaliadas através de extrações em uma amostra de 

água de rio fortificada com três níveis de concentração dos analitos (2; 20 e 100 µg L
-1

), em 

triplicata. A exatidão foi avaliada como sendo a porcentagem da recuperação relativa 

considerando o critério de aceitação de 70-120% (European Commission, 2015). Além disso, 

o teste t-Student foi aplicado em cada nível de concentração fortificada para avaliar se os 

resultados das recuperações apresentavam diferença estatística do valor de 100%. A precisão 

foi calculada baseada no desvio padrão relativo (RSD) e foi considerada a precisão abaixo de 

20% como o critério de aceitação.  

 

4.2.8 Análise de amostras de água de rio 

 

O método desenvolvido foi aplicado em amostras de água de rio coletadas em três 

rios de Santa Catariana, Brasil, nomeadas amostra A, B e C. A amostra A foi coletada no Rio 

Itajaí Açu (Navegantes), a amostra B foi coletada no rio São Francisco do Sul (São Francisco 

do Sul) e a amostra C foi coletada no Rio Cubatão (Palhoça). As amostras foram estocadas em 

frascos de vidro propriamente selados e mantidas sob refrigeração a 4 ºC até a análise.  
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.3.1 Caracterização da fase extratora Si3Py
+
Cl

- 
 

 

A fase extratora Si3Py
+
Cl

-
 foi extensamente caracterizada em trabalhos anteriores 

(Magosso et al., 2009; Magosso et al., 2010). Adicionalmente para esse trabalho, o material 

foi caracterizado por FTIR para avaliar os grupos funcionais da molécula, estando o espectro 

resultante apresentado na Figura 6. Uma banda larga em 3434 cm
-1

 é atribuída ao estiramento 

do OH (νOH) do grupo silanol e da água adsorvida. A banda observada em 1633 cm
-1

 é 

atribuída à vibração de estiramento do anel (νCC + νCN). Uma banda de média intensidade 

em 2959 cm
-1

 está relacionada ao estiramento do grupo metil (νCH3). A banda entre 1000 e 

1250 cm
-1

 é correspondente ao estiramento SiO (νSi-O) das ligações Si-OH e Si-O-Si . 

 

Figura 6 – Espectro de FTIR do material Si3Py
+
Cl

-
. 

 

Fonte: Autoria própria (2017).  

 

Para avaliar a superfície da fase extratora Si3Py
+
Cl

-
, micrografias em diferentes 

ampliações foram obtidas por MEV e estão mostradas na Figura 7. De acordo com as 

micrografias, foi obtido um material particulado, com partículas de diferentes tamanhos e 

formas. Além disso, o material se apresentou como um pó fino. Isto é de particular interesse 

para o procedimento de DPX, uma vez que a dispersão da fase extratora pode ser facilmente 

realizada, aumentando a transferência de massa dos analitos presentes na amostra para a fase 

extratora. 
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Figura 7 – Micrografias do material Si3Py
+
Cl

-
 obtidas por MEV. Em (A) ampliação de 1000x 

e em (B) ampliação de 150x. 

 

Fonte: Autoria própria (2017). 

 

4.3.2 Otimização do procedimento de DPX 

 

4.3.2.1  Otimização da massa de fase extratora 

 

A massa de fase extratora é um parâmetro importante no procedimento de DPX. O 

seu aumento pode proporcionar o aumento da massa de analito extraída (Pawliszyn, 2009). 

Contudo, ela deve ser compatível com o volume da ponteira de DPX (nesse caso, 1 mL) para 

permitir a mistura dinâmica entre a fase extratora e a amostra aquosa contendo os analitos 

(Bordin et al., 2016). Na Figura 8 estão apresentadas as áreas normalizadas dos picos de cada 

analito usando 30, 50 e 70 mg de fase extratora na extração. 

 

Figura 8 – Otimização da massa de Si3Py
+
Cl

-
 usada no procedimento de DPX para a extração 

de BFA, EE2, 4-t-OF, 4-OF e 4-NF. 

 

Fonte: Autoria própria (2017). 

 

De acordo com o gráfico de barras, melhores eficiências de extração foram obtidas 

usando 30 e 50 mg de Si3Py
+
Cl

-
. Isto provavelmente ocorreu porque com o aumento da massa 
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não foi obtida uma mistura dinâmica entre fase extratora e amostra, possivelmente devido à 

formação de pequenos aglomerados de fase extratora. Os resultados obtidos usando 30 e 50 

mg de Si3Py
+
Cl

-
 foram similares. Porém, no caso do 4-t-OF os resultados obtidos usando 30 

mg foram em torno de 30% maiores do que os obtidos usando 50 mg. Assim, o uso de 30 mg 

de Si3Py
+
Cl

-
 foi a condição selecionada para os próximos experimentos. 

 

4.3.2.2  Otimização do solvente de dessorção 

 

O solvente utilizado para a dessorção líquida precisa ser capaz de romper a interação 

analito-fase extratora (Bordin et al., 2016). Portanto, para garantir uma boa eficiência de 

dessorção, o melhor solvente (ou mistura de solventes) precisa ser determidado. Para alcançar 

a completa dessorção dos analitos da fase extratora Si3Py
+
Cl

-
 foi utilizado um volume de 200 

µL de solvente de dessorção e foram empregados 5 ciclos de 

aspiração/permanência/liberação. Os experimentos foram realizados de acordo com a seção 

experimental e uma superfície resposta triangular (Figura 9) foi obtida usando a média 

geométrica das áreas dos picos cromatográficos dos analitos. 

 

Figura 9 – Superfície resposta triangular obtida para a otimização do solvente de dessorção. 

R
2 

= 0,9931. 

 

Fonte: Autoria própria (2017). 

 

Como pode ser visto na Figura 9, os solventes orgânicos MeOH e ACN apresentaram 

uma capacidade de dessorção maior em comparação com a água. Isso possivelmente ocorreu 

por esses solventes serem menos polares que a água (Log Kow ACN = -0,17; Log Kow MeOH 

= -0,52; e Log Kow H2O = -0,65) (ChemAxon, 2020) e assim, possuírem polaridade mais 
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semelhante com a dos analitos. Além disso, também possuem estrutura mais semelhante, 

favorecendo a interação analito-solvente de dessorção. Assim, MeOH:ACN na proporção 

50:50 (v/v) apresentou resultados mais satisfatórios para a dessorção dos analitos e essa 

proporção foi usada nos próximos experimentos. 

 

4.3.2.3  Otimização do número de ciclos de extração e dessorção 

 

O número de ciclos das etapas de extração e dessorção também são parâmetros que 

devem ser avaliados no procedimento de DPX. Dessa forma, 1 a 7 ciclos de extração e 

dessorção foram avaliados e o tempo de cada ciclo foi fixado em 30 s. Os ciclos de extração 

foram realizados sempre usando uma nova alíquota de 700 µL da amostra para aumentar a 

pré-concentração dos analitos. Os ciclos de dessorção foram realizados com a mesma alíquota 

de solvente orgânico (200 µL de MeOH:ACN 50:50, v/v). Para a avaliação do número de 

ciclos de extração e dessorção foi utilizado o planejamento Doehlert com 9 experimentos 

(incluindo a triplicata no ponto central). A superfície resposta obtida utilizando a média 

geométrica das áreas dos picos cromatográficos para os analitos está mostrada na Figura 10. 

 

Figura 10 – Superfície resposta obtida utilizando o planejamento Doehlert para o número de 

ciclos de extração versus o número de ciclos de dessorção para a DPX-Si3Py
+
Cl

-
. R

2
 = 

0,9719. 

 

Fonte: Autoria própria (2017). 

 

Como pode ser observado na Figura 10, a massa de analito extraída aumentou com o 

aumento o número de ciclos de extração. Isto se deve ao uso de uma nova alíquota de amostra 

em cada ciclo de extração, o que permitiu a inserção de uma nova porção de analito 
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disponível para ser extraído pela fase extratora. Esse perfil deve ser mantido até a saturação 

do material. As respostas para 5, 6 e 7 ciclos de extração são similares, logo, foram 

selecionados 5 ciclos de extração. Com relação ao número de ciclos de dessorção, pode ser 

observado que 2 ciclos permitiram uma dessorção satisfatória dos analitos. Portanto, 5 ciclos 

de extração e 2 ciclos de dessorção foram selecionados para os experimentos subsequentes.  

 

4.3.2.4  Otimização do pH da amostra e adição de sal 

 

A eficiência de extração pode ser afetada pela forma que os analitos estão presentes 

na amostra aquosa, uma vez que o comportamento de extração para a forma dissociada difere 

da forma neutra (Cui et al., 2015). Nesse caso, é preferível que os analitos estejam na forma 

neutra, pois isso permite uma maior interação com a fase extratora. Para espécies ácidas, o pH 

da amostra deve ser pelo menos 1,5 unidades menor que o pKa dos analitos (Carasek e Merib, 

2015). Nesse estudo, os valores de pH avaliados foram 4, 5 e 6. Esses valores foram 

selecionados considerando que os compostos fenólicos em estudo são ácidos orgânicos fracos 

e seus pKas são 9,78; 10,33; 10,23; 10,31 e 10,30 para o BFA, EE2, 4-t-OF, 4-OF e 4-NF, 

respectivamente. Um gráfico de barras representando a área normalizada dos picos 

cromatográficos dos analitos é apresentado na Figura 11. 

 

Figura 11 – Avaliação do pH da amostra para o BFA, EE2, 4-t-OF, 4-OF e 4-NF. 

 

Fonte: Autoria própria (2017). 

 



62 

Resultados similares foram observados para todos os analitos em pH 4, 5 e 6. 

Portanto, o pH 6 foi selecionado para os próximos experimentos, pois esse pH é similar ao pH 

da água ultrapura e das amostras de água de rio. 

Outro parâmetro que pode afetar a eficiência de extração na técnica de DPX é a 

adição de sal na amostra, uma vez que a sua adição aumenta a força iônica de amostras 

aquosas e assim, a solubilidade dos compostos orgânicos pode diminuir, facilitando a 

migração para a fase extratora (efeito salting-out). Esse efeito é observado principalmente 

para compostos polares e com média-polaridade (Kokosa et al., 2009; Dias et al., 2015). 

Outro efeito observado quando se utilizam altas concentrações de sal é precipitação do sal e 

formação de partículas que podem migrar para a fase extratora, bloqueando os sítios ativos. 

Assim, esses ficam menos disponíveis para interagir com os analitos. Além disso, com altas 

concentrações de sal, a amostra aquosa fica mais viscosa, dificultando a aspiração e a mistura 

dinâmica na técnica de DPX. Nesse estudo, concentrações de 0, 15 e 30% m/v de NaCl foram 

avaliadas e um gráfico de barras representando a área normalizada dos picos cromatográficos 

dos analitos é apresentado na Figura 12. 

 

Figura 12 – Avaliação da adição de sal na amostra para o BFA, EE2, 4-t-OF, 4-OF e 4-NF. 

 

Fonte: Autoria própria (2017). 

 

Nesse estudo altas eficiências de extração foram obtidas sem a adição de NaCl. Isto 

foi devido provavelmente à relativa baixa polaridade apresentada pelos analitos (log P≥3,90) 

ocorrendo um efeito salting-out menos pronunciado. Além disso, o aumento da viscosidade 

da amostra com o aumento da concentração de sal pode ter influenciado na aspiração da 

amostra e na mistura dinâmica. Portanto, não foi utilizado sal nos experimentos subsequentes.  
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4.3.2.5  Otimização da etapa de limpeza 

 

Após a dessorção dos analitos, foi otimizado o procedimento de limpeza da fase 

extratora para que essa fosse empregada novamente em outras extrações. As otimizações 

consistiram em variar o número de ciclos e o volume de solventes empregados na limpeza, 

conforme descrito na seção experimental. Metanol:ACN (50:50, v/v) foi usado como solvente 

orgânico baseado na otimização do solvente de dessorção. Água ultrapura foi usada para 

remover o excesso de solvente orgânico e manter a fase extratora na mesma condição usada 

antes do procedimento de extração. O procedimento que promoveu a limpeza mais eficiente, 

ou seja, sem efeito de memória entre as extrações, consistiu em 3 ciclos com 200 µL de 

MeOH:ACN (50:50, v/v) + 2 ciclos com 200 µL de H2O. 

Após todas as etapas de otimização completadas, a condição experimental ideal foi 

identificada como: 30 mg de fase extratora; 5 ciclos de extração usando novas alíquotas da 

amostra (700 µL cada alíquota) seguido de 2 ciclos de dessorção usando a mesma alíquota 

(200 µL de MeOH:ACN 50:50, v/v); pH=6 e sem adição de sal. 

 

4.3.3 Avaliação da estabilidade da fase extratora e possíveis compostos interferentes 

para o material Si3Py
+
Cl

-
 

 

Para verificar a estabilidade da fase extratora proposta após sucessivas extrações, 

foram realizados 15 procedimentos de extração completos (extração/dessorção/limpeza) 

usando a mesma porção de fase extratora. Os resultados estão apresentados na Figura 13 e 

foram expressos através da média geométrica da área dos picos cromatográficos dos analitos 

após 1, 4, 9, 12 e 15 extrações. 
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Figura 13 – Avaliação da estabilidade da fase extratora Si3Py
+
Cl

-
. 

 

Fonte: Autoria própria (2017). 

 

Foi observado que o material Si3Py
+
Cl

-
 extraiu quantidades similares de analito, o 

que forneceu importante evidência de que esse material pode ser reutilizado em pelo menos 

15 extrações sem perda da eficiência, sendo adequado para a aplicação pretendida. Essa 

característica é muito atrativa, pois em algumas técnicas de preparo de amostras, como a SPE, 

os cartuchos são usados apenas uma vez. 

A eficiência de extração do método desenvolvido usando a DPX-Si3Py
+
Cl

-
 foi 

comparada com a eficiência de extração da DPX-RP disponível comercialmente, a qual é 

composta de estireno-divinilbenzeno. Para essa comparação, o procedimento utilizando DPX-

RP também foi otimizado. As melhores condições obtidas para a fase comercial foram: 6 

ciclos de extração usando nova alíquota de 700 µL da amostra, 2 ciclos de dessorção usando 

200 µL de ACN, pH da amostra ajustado em 6 e sem adição de sal. As extrações foram 

realizadas empregando as condições otimizadas para a DPX-Si3Py
+
Cl

-
 e para a DPX-RP, a 

comparação está apresentada na Figura 14. 
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Figura 14 – Comparação da eficiência de extração entre DPX-Si3Py
+
Cl

-
 e DPX-RP. 

 

Fonte: Autoria própria (2017). 

 

De acordo com a Figura 14, a DPX-Si3Py
+
Cl

-
 apresentou excelentes resultados para 

a extração de compostos fenólicos e exibiu uma eficiência de extração maior que a DPX-RP, 

principalmente para o 4-t-OF, 4-OF e 4-NF. Esse comportamento pode ser atribuído as 

diferentes estruturas químicas apresentadas por esses materiais extratores. A fase extratora 

estireno-divinilbenzeno (DPX-RP) possui anéis aromáticos que podem interagir com os 

analitos através de interações π-π. Por outro lado, o material Si3Py
+
Cl

-
 possui grupos silanóis 

(Si-OH) que podem interagir fortemente com as porções mais polares dos analitos através de 

ligação de hidrogênio. Por essa razão, a eficiência de extração dos analitos estudados foi 

melhorada usando a DPX-Si3Py
+
Cl

-
. Assim, essa fase extratora é uma alternativa promissora 

para ser empregada na extração de compostos contendo grupos que permitam ligação de 

hidrogênio e interação π- π. 

Além disso, foi realizado um estudo com a DPX-Si3Py
+
Cl

-
 para verificar a influência 

de compostos potencialmente interferentes na extração dos compostos fenólicos em estudo. 

Para esse caso em particular, foram escolhidos HPAs, uma vez que esses compostos são 

contaminantes frequentemente encontrados em amostras de água (Dias et al., 2013; Merib et 

al., 2016) e são resistentes à degradação devido ao seu caráter lipofílico, podendo 

bioacumular em organismos vivos (Keyte et al., 2013). Além disso, suas estruturas possuem 

anéis aromáticos que podem interagir com o Si3Py
+
Cl

-
 através de interações π- π. Para essa 

avaliação, uma amostra de água foi fortificada com os analitos na concentração de 50 µg L
-1

 e 

foi submetida ao procedimento de extração na presença de HPAs (concentração de 50 µg L
-1

) 

e na ausência de HPAs. As áreas normalizadas dos picos cromatográficos dos analitos foram 

comparadas e estão apresentadas na Figura 15. 
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Figura 15 – Resultados para a eficiência de extração de compostos fenólicos com e sem 

possíveis compostos interferentes. 

 

Fonte: Autoria própria (2017). 

 

Foi observado que a eficiência de extração para compostos fenólicos não foi afetada 

na presença de HPAs. Isto indica que essa fase extratora exibe um desempenho satisfatório 

mesmo na presença de outras classes de compostos presentes em amostras de água. 

 

4.3.4 Parâmetros analíticos de mérito 

 

As curvas de calibração foram construídas em uma amostra de água de rio coletada 

no Rio Itajaí (Itajaí, Santa Catarina, Brasil) fortificada com os analitos em seis níveis de 

concentração (1; 2; 5; 20; 50 e 100 µg L
-1

) e aplicando as condições otimizadas para a DPX-

Si3Py
+
Cl

-
. Os coeficientes de correlação (r) foram obtidos a partir das curvas de calibração. 

Os limites de quantificação (LOQs) foram adotados como sendo o primeiro nível de 

concentração da faixa linear e os limites de detecção (LODs) foram obtidos dividindo o LOQ 

por 3,3. Os parâmetros analíticos de mérito estão mostrados na Tabela 7.  

 

Tabela 7 – Equação da reta, coeficientes de correlação, faixas lineares (µg L
-1

), limites de 

detecção e quantificação (µg L
-1

) do método proposto usando a DPX-Si3Py
+
Cl

-
. 

Analito Equação da reta r Faixa linear 

(µg L
-1

) 

LOD 

(µg L
-1

) 

LOQ 

(µg L
-1

) 

BFA y = 86994x – 26154 0,9973 1-100 0,30 1,0 

EE2 y = 64143x – 3434,7 0,9982 1-100 0,30 1,0 

4-t-OF y = 71005x – 69874 0,9960 2-100 0,60 2,0 

4-OF y = 64602x – 35490 0,9960 1-100 0,30 1,0 

4-NF y = 49502x – 22845 0,9970 1-100 0,30 1,0 
Fonte: Autoria própria (2017). 
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Na Tabela 7 é possível observar que os coeficientes de correlação variaram de 

0,9960 para o 4-t-OF e 4-OF a 0,9982 para o EE2, o que indica uma boa correlação das 

variáveis x e y. Em relação ao BFA, EE2, 4-OF e 4-NF, os LODs e LOQs foram 0,30 e 1 µg 

L
-1

, respectivamente. Para o 4-t-OF os valores correspondentes foram 0,60 e 2 µg L
-1

. Além 

disso, foi verificada a linearidade das curvas de calibração usando a análise de variância 

(ANOVA), apresentada na Tabela 8. 

 

Tabela 8 – Tabela ANOVA para a verificação da linearidade das curvas de calibração. 

BFA 

 
GL 

Soma dos 

Quadrados (SS) 

Média dos Quadrados 

(MS) 
F Valor de p 

Regressão 1 9,70x10
13

 9,70x10
13

 5,18x10
3
 9,82x10

-9
 

Residual 5 9,37x10
10

 1,87x10
10

 
  

EE2 

 GL 
Soma dos Quadrados 

(SS) 

Média dos Quadrados 

(MS) 
F Valor de p 

Regressão 1 5,30x10
13

 5,30x10
13

 1,95x10
4
 1,58x10

-8
 

Residual 4 1,09x10
10

 2,72x10
9
   

4-t-OF 

 GL 
Soma dos Quadrados 

(SS) 

Média dos Quadrados 

(MS) 
F Valor de p 

Regressão 1 6,34x10
13

 6,34x10
13

 4,75x10
3
 2,65x10

-7
 

Residual 4 5,34x10
10

 1,33x10
10

   

4-OF 

 GL 
Soma dos Quadrados 

(SS) 

Média dos Quadrados 

(MS) 
F Valor de p 

Regressão 1 5,31x10
13

 5,31x10
13

 6,63x10
3
 5,30x10

-9
 

Residual 5 4,01x10
10

 8,02x10
9
   

4-NF 

 GL 
Soma dos Quadrados 

(SS) 

Média dos Quadrados 

(MS) 
F Valor de p 

Regressão 1 3,43x10
13

 3,43x10
13

 2,39x10
3
 6,79x10

-8
 

Residual 5 7,19x10
10

 1,44x10
10

   

Fonte: Autoria própria (2017). 

 

Como é possível observar, todas as curvas de calibração apresentaram um valor 

extremamente pequeno de p, indicando a boa correlação entre as variáveis independente e 

dependente. Também, foi observada uma boa relação linear, uma vez que o termo 

correspondente à regressão da média dos quadrados (MS regressão) é muito maior do que o 

termo residual da média dos quadrados (MS residual) (Barwick, 2003). 

A recuperação relativa foi usada para avaliar a exatidão do método e o desvio padrão 

relativo (RSD) foi usado para avaliar a precisão do método em três diferentes níveis de 
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concentração dos analitos. Os valores das recuperações relativas e desvios padrões relativos 

estão mostrados na Tabela 9.  

 

Tabela 9 – Resultados obtidos para concentração ± intervalo de confiança (µg L
-1

), 

recuperações relativas (%) e desvio padrão relativo (%) para os analitos em água de rio 

usando o procedimento de DPX-Si3Py
+
Cl

-
 otimizado (n=3). 

Analitos 
Concentração 

fortificada (µg L
-1

) 

Concentração encontrada ± 

intervalo de confiança (µg L
-1

) 

Recuperação 

relativa (%) 

RSD 

(%) 

BFA 

2 

20 

100 

2,1 ± 0,26 

18,4 ± 0,13 

94,2 ± 2,9 

105 

88 

94 

12 

7 

3 

EE2 

2 

20 

100 

1,7 ± 0,22 

18,5 ± 1,17 

98,3 ± 2,3 

83 

92 

98 

13 

6 

2 

4-t-OF 

2 

20 

100 

2,3 ± 0,46 

18,9 ± 1,1 

103 ± 1,1 

116 

95 

104 

20 

6 

1 

4-OF 

2 

20 

100 

1,9 ± 0,12 

17,8 ± 1,4 

96,5 ± 1,4 

98 

89 

91 

6 

8 

1 

4-NF 

2 

20 

100 

1,9 ± 0,31 

18,4 ± 1,6 

95,5 ± 0,68 

95 

92 

95 

16 

9 

1 
Fonte: Autoria própria (2017). 

 

Todos os analitos apresentaram recuperações relativas satisfatórias (83-116%) e 

precisões adequadas (RSD ≤ 20%), estando de acordo com o guia de validação da Comissão 

Europeia (European Commission, 2015). Ademais, os resultados das recuperações relativas 

foram avaliados aplicando o teste t-Student (Tabela 10). 
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Tabela 10 – Avaliação da recuperação relativa em três níveis de concentração (2; 20 e 100 µg 

L
-1

) através do teste t-Student. 

BFA 

 2 µg L
-1

 20 µg L
-1

 100 µg L
-1

 

 Variável 1 Variável 2 Variável 1 Variável 2 Variável 1 Variável 2 

Média 2,100 2,000 17,599 20,000 94,611 100,000 

Variância 0,068 0,000 1,701 0,000 4,713 0,000 

Observações 3,000 3,000 3,000 3,000 3,000 3,000 

Hipótese da 

diferença de média 
0,000  0,000  0,000  

GL 2,000  2,000  2,000  

Start t (calculado) 0,662  -3,188  -4,299  

P (T<=t) uni-caudal 0,288  0,043  0,025  

t crítico uni-caudal 2,920  2,920  2,920  

P (T<=t) bi-caudal 0,576  0,086  0,050  

t crítico bi-caudal 4,303  4,303  4,303  

EE2 

 2 µg L
-1

 20 µg L
-1

 100 µg L
-1

 

 Variável 1 Variável 2 Variável 1 Variável 2 Variável 1 Variável 2 

Média 1,532 2,000 18,431 20,000 97,995 100,000 

Variância 0,050 0,000 1,363 0,000 2,833 0,000 

Observações 3,000 3,000 3,000 3,000 3,000 3,000 

Hipótese da 

diferença de média 
0,000  0,000  0,000  

GL 2,000  2,000  2,000  

Start t (calculado) -3,619  -2,327  -2,063  

P (T<=t) uni-caudal 0,034  0,073  0,088  

t crítico uni-caudal 2,920  2,920  2,920  

P (T<=t) bi-caudal 0,069  0,145  0,175  

t crítico bi-caudal 4,303  4,303  4,303  

4-t-OF 

 2 µg L
-1

 20 µg L
-1

 100 µg L
-1

 

 Variável 1 Variável 2 Variável 1 Variável 2 Variável 1 Variável 2 

Média 2,495 2,000 18,936 20,000 103,207 100,000 

Variância 0,190 0,000 1,226 0,000 1,718 0,000 

Observações 3,000 3,000 3,000 3,000 3,000 3,000 

Hipótese da 

diferença de média 
0,000  0,000  0,000  

GL 2,000  2,000  2,000  

Start t (calculado) 1,965  -1,665  4,237  
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P (T<=t) uni-caudal 0,094  0,119  0,026  

t crítico uni-caudal 2,920  2,920  2,920  

P (T<=t) bi-caudal 0,188  0,238  0,051  

t crítico bi-caudal 4,303  4,303  4,302653  

4-OF 

 2 µg L
-1

 20 µg L
-1

 100 µg L
-1

 

 Variável 1 Variável 2 Variável 1 Variável 2 Variável 1 Variável 2 

Média 1,958 2,000 17,804 20,000 96,343 100,000 

Variância 0,014 0,000 2,053 0,000 1,048 0,000 

Observações 3,000 3,000 3,000 3,000 3,000 3,000 

Hipótese da 

diferença de média 
0,000  0,000  0,000  

GL 2,000  2,000  2,000  

Start t (calculado) -0,604  -2,654  -6,188  

P (T<=t) uni-caudal 0,304  0,059  0,013  

t crítico uni-caudal 2,920  2,920  2,920  

P (T<=t) bi-caudal 0,607  0,117  0,025  

t crítico bi-caudal 4,303  4,303  4,303  

4-NF 

 2 µg L
-1

 20 µg L
-1

 100 µg L
-1

 

 Variável 1 Variável 2 Variável 1 Variável 2 Variável 1 Variável 2 

Média 1,898 2,000 18,395 20,000 95,311 100,000 

Variância 0,096 0,000 2,672 0,000 0,306 0,000 

Observações 3,000 3,000 3,000 3,000 3,000 3,000 

Hipótese da 

diferença de média 
0,000  0,000  0,000  

GL 2,000  2,000  2,000  

Start t (calculado) -0,568  -1,700  -14,672  

P (T<=t) uni-caudal 0,314  0,116  0,002  

t crítico uni-caudal 2,920  2,920  2,920  

P (T<=t) bi-caudal 0,627  0,231  0,005  

t crítico bi-caudal 4,303  4,303  4,303  
Fonte: Autoria própria (2017). 

 

A partir da avaliação do valor de P (T<=t) bi-caudal e do valor experimental é 

possível confirmar que as recuperações relativas não apresentaram diferença significativa do 

valor de recuperação 100%. 

Na Figura 16 está apresentado um cromatograma obtido aplicando a DPX-Si3Py
+
Cl

-
 

otimizada em uma amostra de água de rio fortificada com 100 µg L
-1

 de cada analito.
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Figura 16 – Cromatograma resultante da extração de uma amostra de água de rio fortificada 

com os analitos BFA, EE2, 4-t-OF, 4-OF e 4-NF na concentração de 100 µg L
-1

 utilizando o 

método proposto DPX-Si3Py
+
Cl

−
. Ordem de eluição: 1) BFA, 2) EE2, 3) 4-t-OF, 4) 4-OF e 5) 

4-NF. 

 

Fonte: Autoria própria (2017). 

 

É possível observar uma boa separação dos analitos, além de um cromatograma sem 

interferências provenientes do material extrator e/ou da matriz da água de rio utilizada. A 

partir desses resultados, é possível concluir que o método desenvolvido utilizando a DPX-

Si3Py
+
Cl

-
 apresenta boa confiabilidade e potencial para ser aplicado na extração dos 

compostos fenólicos em estudo de amostras de água de rio. Além disso, os resultados obtidos 

nesse estudo usando o método (DPX-Si3Py
+
Cl

-
) foram comparados com outros métodos 

reportados na literatura que analisaram os mesmos analitos. Essa comparação está apresentada 

na Tabela 11.  
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Tabela 11 – Comparação entre o método proposto DPX-Si3Py
+
Cl

-
 com outros métodos reportados na literatura para os mesmos analitos. Todos 

os estudos empregaram cromatografia líquida como técnica de separação e FLD ou MS/MS como detectores. 

Método Matriz 
Faixa linear (µg L

-1
) Tempo total de 

extração (min) 
Referência 

BFA EE2 4-t-OF 4-OF 4-NF 

Este estudo 

HPLC-FLD 
Água de rio 1-100 1-100 2-100 1-100 1-100 3,50  

ILs-DLLME
 

HPLC-FLD 

Água ultrapura 

Água mineral 

Água residual 

- 

1,20-21 

1,80-12 

1,30-13 

- - - - 

(Socas-

Rodriguez et 

al., 2014) 

SPE-PTFE
 

HPLC-FLD 
Água de rio - - - 10-355 15-529 - 

(Zgola-

Grzeskowiak e 

Grzeskowiak, 

2011) 

PPP-HF-LPME
 

HPLC-FLD 

Água de rio e água 

da torneira 
- - - 0,50-200 0,50-200 2 

(Chao et al., 

2013) 

Microextração líquido-

líquido dispersiva a 

base de líquido iônico 

controlado por 

temperatura
 

HPLC-FLD 

Amostras de água 1-100 - - 3-300 1,50-150 20 
(Zhou et al., 

2011) 

VALLME
 

HPLC-FLD 

Água da torneira e 

água de rio 
0,05-100 - - 0,05-100 0,05-100 4 

(Yiantzi et al., 

2010) 

FPSE
 

HPLC-FLD 

Urina, amostras de 

água e efluente 

hospitalar 

 1-500    28 
(Kumar et al., 

2014) 
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Método Matriz 
Faixa linear (µg L

-1
) Tempo total de 

extração (min) 
Referência 

BFA EE2 4-t-OF 4-OF 4-NF 

DLLME
 

HPLC-FLD 
Amostras de água 2,50-250 2-125    - 

(Liu et al., 

2011) 

SPE 

HPLC-MS/MS 
Leite humano 0,30-<100     - (Ye et al. 2008) 

SPE 

HPLC-MS/MS 
Sérum 0,30-≤100     - 

(Ye et al., 

2008) 

LLE
 

HPLC-MS/MS 
Urina 0,20-50  0,20-50   21 

(Zhang et al., 

2016) 

HM-PAN nanofiber 

mat-based SPE
 

HPLC-MS/MS 

Amostras de água 0,05-20   0,1-20 0,1-20 - (Li et al., 2015) 

Fonte: Autoria própria (2017). 

 

SPE-PTFE - Extração em Fase Sólida-Politetrafluoroetileno, do inglês Solid-Phase Extraction-Polytetrafluoroethylene 

PPP-HF-LPME
 
- Microextração em Fase Líquida com Fibra Oca e Perfusão Empurra/Puxa, do inglês Push/Pull Perfusion Hollow-Fiber Liquid-Phase Microextraction 

VALLME - Microextração Líquido-Líquido Assistida por Vortex, do inglês Vortex-Assisted Liquid-Liquid Microextraction 

FPSE - “Fabric Phase Sorptive Extraction” 

HM-PAN nanofiber mat-based SPE - Poliacrilonitrilo Modificado com Hidrazina nanofibra “mat” baseado em SPE, do inglês Hydrazine-Modified Polyacrylonitrile nanofire 

mat-based SPE 
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De acordo com a Tabela 11, pode ser observado que o método proposto forneceu um 

tempo de extração curto (apenas 3,50 min) e ampla faixa linear (1-100 µg L
-1

 para BFA, EE2, 

4-OF e 4-NF e 2-100 µg L
-1

 para o 4-t-OF), o que é uma vantagem para a análise de amostras 

que apresentam os analitos em uma ampla faixa de concentração. Também pode ser 

observado que o primeiro nível de concentração da faixa linear do método proposto é maior 

que os valores geralmente obtidos usando LC-MS/MS. Logo, esse instrumento analítico (LC-

MS/MS) possui uma sensibilidade maior. Por outro lado, o primeiro nível de concentração da 

faixa linear obtido nesse estudo é comparável aos obtidos empregando o mesmo detector 

(detector de fluorescência). Assim, apesar da menor sensibilidade apresentada comparando 

com os instrumentos de LC-MS/MS, os resultados obtidos usando o método proposto são 

adequados para a determinação de compostos disruptores endócrinos fenólicos, além de 

utilizar instrumentação analítica associada a menores custos em comparação ao LC-MS/MS. 

 

4.3.5 Análise de amostras de água de rio 

 

O método desenvolvido foi aplicado na extração de três amostras de água coletadas 

em rios do estado de Santa Catarina, Brasil: amostra A coletada no Rio Itajaí (Itajaí), amostra 

B coletada no Rio São Francisco do Sul (São Francisco do Sul) e amostra C coletada no Rio 

Cubatão (Palhoça). Bisfenol A, EE2 e 4-t-OF foram detectados em concentrações inferiores 

aos limites de quantificação para as amostras A, B e C. Os analitos 4-OF e 4-NF não foram 

detectados nas amostras avaliadas. 

A Diretiva 2013/39/EU do Parlamento Europeu e do Conselho estabelece a média 

anual (AA – concentração total de todos os isômeros) e concentrações máximas permitidas 

(MACs) para OFs e NFs em águas superficiais. Para OFs a AA é 0,1 µg L
-1

 e a MAC não é 

aplicável. Para NFs a AA é 0,3 µg L
-1

 e a MAC é 2,0 µg L
-1

. Não há legislação para os outros 

compostos em estudo (Europeia, 2013b). Baseado nessas informações, o LOD do método 

proposto é adequado para a análise de 4-NF. Em estudos previamente reportados na literatura 

a faixa linear para os mesmo compostos foi entre dezenas de ng L
-1

 e dezenas de µg L
-1

 

(Zgola-Grzeskowiak e Grzeskowiak, 2011; Chao et al., 2013; Zhang, S. H. et al., 2016). 

Assim, os LODs, LOQs e faixas lineares observadas nesse estudo são aceitáveis. As 

concentrações dos analitos encontradas em amostras de água analisadas em outros trabalhos 

foram 45,65 µg L
-1

 para o 4-NF (Cui et al., 2015), 1,03 µg L
-1

 para o 4-NF e 0,81 µg L
-1

 para 

o BFA (Chen et al., 2012), 9,10 µg L
-1

 para o 4-t-OF e 9,00 µg L
-1

 para o 4-NF (Kartal et al., 
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2015). Em alguns casos, os analitos não foram encontrados nas amostras (Chao et al., 2013; 

Jia et al., 2016; Liao et al., 2016; Wang e Deng, 2016).  

 

4.4 CONCLUSÕES PARCIAIS 

 

Uma nova fase extratora para a técnica de DPX composta pelo material Si3Py
+
Cl

-
 foi 

aplicada na extração de compostos disruptores endócrinos fenólicos de amostras de água de 

rio. Essa fase extratora apresentou satisfatória estabilidade química frente aos solventes 

orgânicos ACN e MeOH empregados no procedimento proposto DPX-Si3Py
+
Cl

-
, uma vez 

que pode ser utilizada em até 15 extrações sem perda da eficiência. Esse material também 

apresentou alta eficiência de extração para os compostos disruptores endócrinos fenólicos em 

estudo em comparação a uma fase extratora comercialmente disponível para DPX (estireno-

divinilbenzeno – DPX-RP). O procedimento descrito também apresentou aspectos 

ambientalmente amigáveis e de alto rendimento, com tempo de extração curto (apenas 3,50 

min), uso de pequenos volumes de solventes orgânicos (apenas 800 µL de MeOH:ACN 50:50 

v/v, incluindo o volume utilizado na etapa de limpeza da DPX-Si3Py
+
Cl

-
) e pequena massa de 

fase extratora (apenas 30 mg). Além disso, os parâmetros analíticos de mérito foram 

satisfatórios para a aplicação pretendida. O método apresentou faixas lineares comparáveis 

aos métodos que utilizam o mesmo detector (detector de fluorescência). Baseado nessas 

características, a fase extratora proposta oferece uma alternativa para a extração de analitos 

contendo grupos que podem interagir através de ligação de hidrogênio e interações π-π com a 

fase extratora. Estudos futuros precisam ser realizados para avaliar o uso desse material em 

outras técnicas de extração e microextração. Também são necessários maiores estudos para 

avaliar o potencial desse material como fase extratora para compostos presentes em matrizes 

mais complexas, tais como, matrizes biológicas, alimentícias e águas residuais. 
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5 LÍQUIDOS IÔNICOS MAGNÉTICOS COMO FASE EXTRATORA VERSÁTIL 

PARA A RÁPIDA DETERMINAÇÃO DE HORMÔNIOS ESTRÓGENOS EM 

URINA HUMANA USANDO MICROEXTRAÇÃO LÍQUIDO-LÍQUIDO 

DISPERSIVA E CROMATOGRAFIA LÍQUIDA DE ALTA EFICIÊNCIA COM 

DETECTOR DE ARRANJO DE DIODOS 

 

5.1 INTRODUÇÃO 

 

Hormônios estrógenos desempenham várias funções no corpo humano, possuindo 

papel fundamental na diferenciação sexual e comportamental, regulação da função 

cardiovascular e formação dos ossos (Amandusson e Blomqvist, 2013; Kupcova e Reiffova, 

2017). Um órgão alvo da ação dos hormônios estrógenos é o cérebro, uma vez que estudos 

indicam que esses hormônios podem estar relacionados com a termorregulação, memória, 

sobrevivência neuronal e transmissão da dor (Amandusson e Blomqvist, 2013). Além disso, 

hormônios estrógenos juntamente com progestágenos são a base dos contraceptivos orais, 

amplamente utilizados pelas mulheres para regular o ciclo reprodutivo, distúrbios menstruais 

e também para suplementar níveis insuficientes de estrogênios naturais. Essas moléculas 

podem ser classificadas como estrogênios endógenos (estrona, 17-β-estradiol e estriol), 

estrogênios exógenos (17-α-etinilestradiol), progestogênios endógenos (progesterona) e 

progestogênios exógenos (19-noresterona e d-(-)-norgestrel) (Almeida e Nogueira, 2015; 

Kupcova e Reiffova, 2017). A determiação desses compostos em urina é uma tarefa difícil, 

sendo de grande importância para o monitoramento de certas condições clínicas, como 

funções ovarianas e placentárias (Hanai, 1991). Além disso, em alguns casos, níveis elevados 

de estrogênios endógenos em amostras de urina podem estar associados ao câncer de mama 

(Maskarinec et al., 2015). 

Nos últimos anos, o monitoramento de estrógenos em água e amostras biológicas tem 

sido realizada principalmente por ensaios cromatográficos ou biológicos. Porém, as 

metodologias cromatográficas têm sido amplamente utilizadas devido à possibilidade de 

determinação simultânea. O uso da cromatografia líquida de alta perfomance tem sido 

preferido devido a sua versatilidade e a não necessidade de etapas de derivatização (Almeida 

e Nogueira, 2006). Contudo, em muitas aplicações é necessária uma etapa de preparo de 

amostra antes da análise instrumental.  

O preparo de amostras clínicas e biomédicas geralmente é realizado através da 

desproteinização ou ultrafiltração da amostra, além do emprego de algumas técnicas de 
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extração como a LLE, SLE e/ou SPE (Hanai, 1991). Técnicas de microextração também têm 

sido usadas para a análise de matrizes biológicas complexas, como a urina, sendo uma 

ferramenta valiosa para esse tipo de análise.  

Em relação a determinação de estrogênios em amostras de urina, algumas 

meodologias tem sido desenvolvidas baseadas na SPE (Wang et al., 2013), UACPE (Extração 

em Ponto Nuvem Assistida por Ultrassom, do inglês Ultrasond-Assisted Cloud-Point 

Extraction) (Zou et al., 2012), VA-DLLME-FOA (Microextração Líquido-Líquido Dispersiva 

Assistida por Vortex baseada em Ácido Orgânico Flutuante, do inglês Vortex-Assisted 

Dispersive Liquid-Liquid Microextraction Based on Floating Organic Acid) (Wang et al., 

2015), BAµE (Almeida e Nogueira, 2015), DLLME (Kupcova e Reiffova, 2017) e também 

SBSE (Almeida e Nogueira, 2006). 

Dentre as técnicas de microextração, a DLLME foi selecionada para esse trabalho 

por apresentar a vantagem do rápido equilíbrio de partição devido à formação de microgotas 

com grande área superficial. Essa característica melhora consideravelmente a frequência 

analítica do método. Uma das variáveis que mais influência a extração por DLLME é o 

solvente extrator. Os solventes extratores mais empregados são os solventes clorados, tais 

como o clorofórmio, clorobenzeno e tetracloreto de carbono (Liang e Sang, 2008; Xiong et 

al., 2009; Shokoufi e Hamdamali, 2010; Fernandez et al., 2013; Fernandez et al., 2014; 

Gardner et al., 2015). Apesar desses solventes apresentarem boa capacidade de extração, é 

importante ressaltar sua toxicidade que representa riscos para o analista e ao meio ambiente. 

Além disso, apresentam alta volatilidade, o que pode acarretar em problemas de 

reprodutibilidade do método analítico. Dessa forma, o uso de ILs como fase extratora em 

DLLME oferece uma série de vantagens em relação aos solventes orgânicos tradicionais. 

Estudos envolvendo ILs como fases extratoras em DLLME têm sido reportados para a 

determinação de pesticidas piretróides (Zhou et al., 2008), compostos aromáticos (Yao e 

Anderson, 2009), inseticidas (Vazquez et al., 2014), fármacos (Parrilla Vázquez et al., 2013) 

e DNA (Li et al., 2013), entre outros analitos orgânicos e inorgânicos em diferentes matrizes. 

Uma subclasse de ILs que vem ganhando atenção é a dos MILs. Mais recentemente, 

MILs baseados em manganês foram reportados como solventes extratores para DLLME (Yu, 

et al., 2016). Nessa abordagem, uma pequena quantidade de MIL combinado com um 

solvente dispersor foi introduzido em uma solução aquosa e, após a extração, a fase extratora 

foi recuperada com a ajuda de uma barra magnética. Essa abordagem possui características 

analíticas importantes, incluindo sua simplicidade, velocidade, a não utilização de uma etapa 

de centrifugação e a alta estabilidade dos MILs hidrofóbicos em solução aquosa. 
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Nesse trabalho foi reportado o procedimento analítico baseado na DLLME utilizando 

MILs como fase extratora para a rápida extração e determinação de estriol, estrona, 17-β-

estradiol e 17-α-etinilestradiol em urina humana usando MILs compatíveis com HPLC: 

tetracloro manganês (II) de trihexiltetradecil fosfônio ([P6,6,6,14
+
]2[MnCl4

2-
]) e tetracloro 

manganês (II) Aliquat ([Aliquat
+
]2[MnCl4

2-
]), seguido da separação/detecção por HPLC-

DAD. Os parâmetros que afetam a DLLME foram otimizados através de abordagens 

multivariadas e univariadas. Os parâmetros analíticos de mérito para cada analito foram 

determinados na condição otimizada. É importante ressaltar que poucos estudos têm sido 

conduzidos utilizando esses materiais em técnicas de microextração e, de acordo com uma 

extensa pesquisa na literatura, a DLLME utilizando MILs como fase extratora seguida da 

separação cromatográfica não foi previamente explorada para a análise de amostras biológicas 

complexas, tal como a urina. 

 

5.2 MATERIAIS E MÉTODOS  

 

5.2.1 Reagentes e materiais 

 

Os reagentes cloreto de trihexiltetradecil fosfônio [P6,6,6,14
+
][Cl

-
] (97,7%), Aliquat

®
 

336 (massa molar 404,16 g mol
-1

) e cloreto de manganês (II) tetrahidratado (MnCl2·4H2O) 

(98,0%) foram obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Padrões sólidos de estriol 

(≥97%), 17-β-estradiol (≥98%), estrona (≥99%) e 17α-etinilestradiol também foram obtidos 

da Sigma-Aldrich. Na Tabela 12 estão apresentadas as estruturas químicas, bem como 

algumas propriedades físico-químicas dos analitos selecionados para esse estudo. 

Acetonitrila, MeOH e acetona grau HPLC foram obtidas da JT Baker (Mallinkrodt, 

EUA). Água ultrapura (18,2 MΩcm) foi obtida a partir do sistema Mega Purity (Bellerica, 

EUA), ácido clorídrico e hidróxido de sódio utilizados para o ajuste do pH e cloreto de sódio 

utilizado para a avaliação do efeito da adição de sal na amostra foram obtidos da Vetec (Rio 

de Janeiro, Brasil). 

Soluções padrão contendo os analitos na concentração de 250 mg L
-1

 foram 

preparadas pela dissolução da massa apropriada dos padrões sólidos em MeOH. Soluções 

trabalho contendo todos os analitos nas concentrações de 1 e 0,1 mg L
-1

 foram obtidas 

diluindo as soluções padrões em MeOH. Uma barra magnética de neodímio (B = 0,66 T) foi 

adquirida da ImaShop (São Paulo, Brasil).  
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Tabela 12 – Estrutura e propriedades físico-químicas dos analitos selecionados para esse 

trabalho. 

Analito Estrutura química pKa Log Kow 

17-β-estradiol 

 

 

10,71 

(Lewis e Archer, 

1979) 

3,94 

(Almeida e 

Nogueira, 

2006) 

17-α-

etinilestradiol  

 

 

10,46  

(Hurwitz e Liu, 

1977) 

4,12 

(Almeida e 

Nogueira, 

2006) 

Estrona 

 

10,34 

(Hurwitz e Liu, 

1977) 

3,43 

(Almeida e 

Nogueira, 

2006)  

Estriol 

 

10,38 

(Hurwitz e Liu, 

1977) 

2,45 (Virkutyte 

et al., 2010) 

Fonte: Autoria própria (2018). 

 

5.2.2 Instrumentação 

 

Para a separação e detecção dos analitos foi usado um HPLC Agilent 1260 Infinity 

(Santa Clara, CA, EUA) equipado com uma bomba quartenária e detector de arranjo de 

diodos (DAD). O HPLC foi equipado com injetor manual Rheodyne com loop de 20 µL. A 

separação foi realizada em uma coluna C18 Phenomenex Gemini-NX (5,0 μm d.i., 4,6 mm × 

250 mm). Para a eluição dos analitos foi utilizado um método gradiente iniciando com 65% 

da fase móvel A (água) e 35% da fase móvel B (ACN), a porcentagem da fase móvel B foi 

aumentada linearmente de 35 para 70% no período de 6 a 10 min, após foi retomada a 

condição inicial. O fluxo da fase móvel foi mantido constante em 1 mL min
-1

. Todos os 

analitos foram detectados no comprimento de onda de 200 nm e os dados cromatográficos 

foram analisados através do software Agilent OpenLab CDS System da Agilent Technologies. 
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Além disso, os MILs foram caracterizados usando um espectrofotômetro UV-Vis Varian 

Cary-50 (Varian Inc., Palo Alto, EUA). 

 

5.2.3 Síntese e caracterização dos MILs 

 

Os MILs foram sintetizados de acordo com trabalhos repostados anteriormente (Yu 

et al., 2016; An et al., 2017). Para a síntese do [P6,6,6,14
+
]2[MnCl4

2-
], uma massa de 1 

equivalente de [P6,6,6,14
+
][Cl

-
] foi misturada com 0,5 equivalentes de MnCl2.4H2O em 

diclorometano. Essa mistura foi deixada reagir durante 24 h à temperatura ambiente sob 

agitação constante. Para a síntese do [Aliquat
+
]2[MnCl4

2-
], uma massa de 1 equivalente de 

Aliquat
® 

336 foi misturada com 0,5 equivalentes de MnCl2.4H2O em diclorometano e as 

mesmas condições de reação foram seguidas. Os produtos obtidos foram secos durante a noite 

a 70 ºC em um forno de vácuo. Após a síntese, os MILs foram caracterizados por 

espectroscopia UV-Vis e a suscetibilidade magnética foi verificada com um uma barra 

magnética. A completa caracterização dos MILs foi realizada em trabalhos anteriores (Yu et 

al., 2016; An et al., 2017). 

 

5.2.4 Procedimento baseado na DLLME/MIL 

 

Sob as condições otimizadas, uma mistura de solvente dispersor (5 µL de MeOH) e 

de MIL (5 mg de [P6,6,6,14
+
]2[MnCl4

2-
]) foi inserida em uma amostra de urina diluída com o pH 

ajustado em 6. Após, uma etapa de agitação manual foi realizada para facilitar a formação das 

microgotas na solução e a extração foi procedida por 90 s. Depois da extração, o MIL foi 

retirado da solução através do auxílio de uma barra magnética e a fase extratora contendo os 

analitos enriquecidos foi dessorvida em 20 µL de ACN antes da injeção no sistema de HPLC-

DAD; portanto, o volume total injetado no loop do sistema de HPLC foi um pouco maior que 

20 µL. Foi observado que a etapa de centrifugação não foi necessária devido à facilidade de 

retirar as microgotas de MIL da amostra usando a barra magnética. Assim, essa configuração 

oferece uma abordagem rápida baseada nas propriedades magnéticas dos MILs para a 

extração dos analitos. Uma visão geral do procedimento experimental utilizado para as 

extrações em amostras de urina é mostrada na Figura 17. 
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Figura 17 – Visão geral do procedimento de extração usando a abordagem baseada em 

DLLME/MIL. 

 

Fonte: Adaptado de (Yu et al., 2016). 

 

5.2.5 Coleta das amostras 

 

As amostras de urina foram coletadas de voluntários que participaram como autores 

desse trabalho com idades de 26 e 29 anos (uma mulher e um homem). Além disso, foi 

coletada uma amostra de urina de uma mulher grávida de 30 semanas (29 anos), a qual 

aceitou participar previamente dessa pesquisa, sem desconforto ou riscos relacionados aos 

procedimentos de doação voluntária. As amostras foram coletadas em frascos de PTFE, 

propriamente seladas e estocadas a 4º C. As amostras foram mantidas à temperatura ambiente 

(22º C) por 30 min antes das análises. 

 

5.2.6 Otimização do procedimento de DLLME/MIL 

 

As otimizações das condições de extração foram realizadas através de abordagens 

multivariadas e univariadas usando o MIL [P6,6,6,14
+
]2[MnCl4

2-
]. Os dados obtidos a partir das 

abordagens multivariadas foram tratados usando o software Statistica 8.0 (STATSOFT, 

EUA). Para todas as otimizações, 75 µL de urina foram diluídos para um volume final de 3 

mL com água ultrapura (diluição 1:40 v/v), a urina diluída foi fortificada com os analitos na 

concentração de 400 ng mL
-1

. Primeiramente, o solvente dispersor foi otimizado através do 

planejamento Simplex Lattice utilizando ACN, MeOH, acetona e a mistura dos solventes, 

gerando 9 experimentos (incluindo a triplicata no ponto central), como apresentado na Tabela 

13. A superfície resposta foi obtida utilizando a média geométrica da área dos picos 

cromatográficos dos analitos. 
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Tabela 13 – Matriz do planejamento Simplex Lattice para a otimização do solvente dispersor. 

Experimento ACN (%) MeOH (%) Acetona (%) 

1 100 0 0 

2 0 100 0 

3 0 0 100 

4 50 50 0 

5 50 0 50 

6 0 50 50 

7 33 33 33 

8 33 33 33 

9 33 33 33 
Fonte: Autoria própria (2018). 

 

Após, foi realizado o planejamento fatorial completo 2
4
 para fazer uma triagem das 

principais variáveis que podem influências a extração: tempo de extração (10-120 s), volume 

do solvente dispersor (5-20 µL), massa de MIL (5-20 mg) e concentração de NaCl (0-30%), 

gerando 16 experimentos, apresentados na Tabela 14. Nessa etapa, foram utilizadas as 

mesmas condições da otimização do solvente dispersor (quantidade de urina, água ultrapura e 

concentração dos analitos). Na última parte das otimizações, foram utilizadas abordagens 

univariadas para avaliar mais precisamente as condições ideais de tempo de extração e pH da 

amostra. 

 

Tabela 14 – Matriz do planejamento fatorial completo 2
4
 para a otimização das variáveis: 

massa de MIL, volume de solvente dispersor, tempo de extração e concentração de NaCl. 

Experimento Massa de MIL 

(mg) 

Volume solvente 

dispersor (µL) 

Tempo de 

extração (s) 

Concentração 

NaCl (%) 

1 20 20 10 0 

2 5 5 120 0 

3 5 5 10 30 

4 20 5 120 30 

5 20 20 120 0 

6 5 5 10 0 

7 5 20 120 30 

8 20 20 120 30 

9 20 5 10 30 

10 20 5 120 0 

11 5 20 10 0 

12 5 5 120 30 

13 20 20 10 30 

14 5 20 10 30 

15 5 20 120 0 

16 20 5 10 0 
Fonte: Autoria própria (2018). 
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5.2.7 Parâmetros analíticos de mérito e aplicação em amostras de urina humana 

 

Curvas de calibração foram construídas fortificando uma amostra de urina nas 

concentrações de 5 a 500 ng mL
-1

. Os coeficientes de determinação foram obtidos a partir das 

curvas de calibração. Os limites de detecção (LODs) foram calculados reduzindo a 

concentração de analito até obter uma relação sinal-ruído de 3:1 e os limites de quantificação 

(LOQs) foram adotos como sendo o primeiro nível de concentração da faixa linear. A 

precisão do método foi avaliada através de ensaios intra-dia (n=3) em três níveis de 

concentração e inter-dia (n=9) em um nível de concentração. Os resultados da precisão foram 

expressos através do desvio padrão relativo em porcentagem (RSD, %). A exatidão do método 

foi avaliada em três amostras de urina nomeadas A, B e C, em três níveis de concentração. Os 

resultados da exatidão foram expressos através da recuperação relativa em porcentagem (RR, 

%). 

As amostras de urina A, B e C foram coletadas de voluntários que aceitaram 

previamente contribuir com esse estudo. A amostra A foi coletada de um voluntário que não 

utiliza contraceptivos orais a base de estrogênio. A amostra B foi coletada de uma voluntária 

que faz ingestão regular de contraceptivo oral de baixa dosagem (ingestão de 0,03 mg de 17-

α-etinilestradiol/dia). A amostra C foi coletada de uma voluntária com 30 semanas de 

gravidez. 

Ademais, foi realizada uma estimativa do fator de enriquecimento (FE) dos analitos 

através da equação (4), onde foi obtido o sinal correspondente à injeção direta de uma amostra 

de urina diluída (Samostra) e o sinal correspondente ao procedimento de extração utilizando 

[P6,6,6,614
+
]2[MnCl4

2-
] (SMIL) nas condições otimizadas. Nos dois casos as amostras de urina 

foram fortificadas com 500 ng mL
-1

 de cada analito. 

 

                                                   FE = SMIL                                                        Equação (4) 

                                                                    Samostra                                              
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5.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.3.1 Síntese e caracterização dos MILs 

 

Os MILs foram sintetizados de acordo com o procedimento descrito na seção 

experimental. Após, foram caracterizados por espectroscopia UV-Vis. Os espectros obtidos 

para os ILs e após a síntese (MILs) estão apresentados na Figura 18. 

 

Figura 18 – Em (A) espectro UV-Vis para o IL [P6,6,6,14
+
][Cl

-
] e em (B) espectro UV-Vis para 

o MIL [P6,6,6,14
+
]2[MnCl4

2-
], concentração das espécies: 250 mg mL

-1
 em acetonitrila. Em (C) 

espectro UV-Vis para o IL [Aliquat
+
][Cl

-
] e em (D) espectro UV-Vis para o MIL 

[Aliquat
+
]2[MnCl4

2-
], concentração das espécies: 70 mg mL

-1
 em acetonitrila. 

 
Fonte: Autoria própria (2018). 

 

Os resultados obtidos estão de acordo com trabalhos reportados anteriormente na 

literatura (Yu et al., 2016), com absorção característica associada à incorporação do manganês 

na estrutura do IL (região de 425-465 nm), como pode ser observado na Figura 18 B e D. 

 

5.3.2 Otimização das condições de extração 

 

5.3.2.1  Solvente Dispersor 

 

Primeiramente, foi realizada a otimização do solvente dispersor para o procedimento 

de DLLME/MIL. Nessa etapa, os solventes ACN, MeOH, acetona e a mistura dos solventes 



85 
 

foram avaliados e a média geométrica correspondente às áreas dos picos cromatográficos dos 

analitos foram adotadas como resposta. A amostra de urina foi diluida e fortificada com a 

concentração de 400 ng mL
-1

 de cada analito. Na Figura 19 está apresentada a superfície 

ternária obtida para a otimização do solvente dispersor. 

 

Figura 19 – Superfície ternária obtida para a otimização do solvente dispersor. Extrações 

realizadas em amostra de urina diluída (1:40 v/v) fortificada com 400 ng mL
-1

 de cada analito. 

Os experimentos foram realizados usando 20 mg de [P6,6,6,14
+
]2[MnCl4

2-
], 5 μL de solvente 

dispersor, 120 s de tempo de extração e a dessorção foi realizada em 20 μL de acetonitrila. R
2
 

= 0,9760. 

 

Fonte: Autoria própria (2018). 

 

De acordo com a Figura 19, quando apenas ACN e acetona são usadas como solvente 

dispersor, a resposta cromatográfica não é satisfatória. Contudo, a mistura de acetona e 

MeOH apresentou melhor resposta quando a taxa de MeOH:acetona foi maior que 75:25 

(v/v), com satisfatória resposta obtida quando a porcentagem de MeOH aumentou para 100%. 

Assim, MeOH foi escolhido como solvente dispersor para os próximos experimentos. 

 

5.3.2.2  Planejamento fatorial completo 2
4
 

 

Um grande número de variáveis pode influenciar a extração usando DLLME. Nesse 

estudo, um planejamento fatorial completo 2
4
 com 16 experimentos foi realizado para avaliar 

a influência do tempo de extração (10 – 120 s), volume de solvente dispersor (5 – 20 μL), 

massa de MIL (5 – 20 mg) e concentração de NaCl (0 – 30%, m/v). Todas as extrações foram 
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realizadas com amostra de urina diluída (1:40 v/v), fortificada com 400 ng mL
-1

 de cada 

analito e MeOH foi utilizado como solvente dispersor (anteriormente otimizado). Um gráfico 

de Pareto contendo o efeito das variáveis e as interações está apresentado na Figura 20. 

 

Figura 20 – Gráfico de Pareto obtido para as variáveis: tempo de extração, concentração de 

NaCl, volume de MeOH e massa de MIL. Os experimentos foram realizados em amostra de 

urina diluída (1:40 v/v) fortificada com 400 ng mL
-1

 de cada analito. Dessorção realizada em 

20 μL de acetonitrila. R
2
 = 0,9661. 

 

Fonte: Autoria própria (2018). 

 

De acordo com o gráfico de Pareto, algumas variáveis e interações apresentaram 

influência significativa no procedimento de extração (nível de confiança de 95%). No caso do 

tempo de extração, essa variável exibiu significativo efeito com valor positivo indicando que 

longos tempos fornecem altas respostas cromatográficas. A concentração de NaCl e o volume 

de MeOH também exibiram influência significativa, no entanto, os valores negativos 

enfatizaram que as respostas cromatográficas mais elevadas foram obtidas usando volumes 

menores de MeOH e baixa concentração de NaCl. Baseado nesses resultados, os menores 

valores de concentração de NaCl (0%) e volume de MeOH (5 μL) foram escolhidos como 

condição ótima para essas variáveis. 

Mesmo apresentando um efeito positivo, a massa de MIL não apresentou uma 

influência significativa na resposta cromatográfica. Isso é explicado devido principalmente 

aos analitos exibirem coeficientes de partição relativamente grandes em meio hidrofóbico 

(Tabela 12). Nesse caso, a resposta cromatográfica obtida usando 5 mg de MIL foi 

estatisticamente similar à resposta obtida usando 20 mg de fase extratora na extração. 

Portanto, massas de 5 mg de MIL foram usadas para os próximos experimentos.  
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O tempo de extração apresentou efeito positivo significativo na eficiência de 

extração. Assim, uma otimização mais detalhada dessa variável foi realizada de forma 

univariada. Para isso, tempos de extração de 60, 90, 120, 150 e 180 s foram avaliados em 

triplicata e a resposta cromatográfica para cada analito está apresentada na Figura 21. 

 

Figura 21 – Otimização univariada do tempo de extração para o procedimento DLLME/MIL 

usando 5 μL de MeOH como solvente dispersor, 5 mg de fase extratora ([P6,6,6,14
+
]2[MnCl4

2-
]), 

0% de NaCl e 400 ng mL
-1

 de cada analito. 

 

Fonte: Autoria própria (2018). 

 

De acordo com a Figura 21, 60 s de extração não foram suficientes para alcançar a 

condição de equilíbrio. Aumentando o tempo de extração para 90 s, é possível observar que as 

áreas cromatográficas para todos os analitos aumentaram. Contudo, com tempos maiores, a 

resposta cromatográfica foi prejudicada. Assim, o tempo de extração de 90 s foi selecionado 

para os próximos experimentos. Tempos de extração curtos são uma característica do 

procedimento de DLLME, pois o equilíbrio é rapidamente alcançado devido a uma grande 

área superficial formada entre a fase extratora e a amostra. 

 

5.3.2.3  Avaliação do pH da amostra 

 

O pH da amostra pode influenciar significativamente na eficiência de extração dos 

analitos. A partição dos analitos da matriz da amostra para o solvente de extração depende 

fortemente da estrutura química dos analitos e, em geral, são obtidas eficiências de extração 

mais elevadas para os analitos na forma não ionizada em comparação com os compostos em 

forma ionizada (Kokosa et al., 2009). Nesse trabalho, a otimização do pH foi realizada em 
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três valores de pH (4, 6 e 10) e os resultados obtidos são mostrados na Figura 22, cada pH foi 

avaliado em triplicata. 

 

Figura 22 – Avaliação do pH da amostra usando 90 s de tempo de extração, 5 μL de MeOH 

como solvente dispersor, 5 mg de [P6,6,6,14
+
]2[MnCl4

2-
] como fase extratora, 0% de NaCl e 400 

ng mL
-1

 de cada analito. 

 

Fonte: Autoria própria (2018). 

 

De acordo com a Figura 22, os melhores resultados foram obtidos em pH 6 para 

todos os analitos. Quando o pH foi modificado para 10, a resposta cromatográfica diminuiu 

significativamente, uma vez que nesse pH uma fração dos analitos começa a ser convertida 

nas suas formas ionizadas e, consequentemente, diminui a interação desses compostos com a 

fase extratora. 

 

5.3.3 Comparação da eficiência de extração 

 

As eficiências de extração obtidas utilizando os MILs [P6,6,6,14
+
]2[MnCl4

2-
] e 

[Aliquat
+
]2[MnCl4

2-
] como solventes extratores foram comparadas. Nessa etapa, foi utilizada 

amostra de urina fortificada com 100 ng mL
-1

 de cada analito, as extrações foram realizadas 

nas condições previamente otimizadas. As áreas dos picos cromatográficos para cada analito 

foram monitoradas e um gráfico de barras comparando os dois solventes extratores é 

mostrado na Figura 23. É importante ressaltar que as extrações que utilizaram o MIL 

[Aliquat
+
]2[MnCl4

2-
] exibiram um pico no mesmo tempo de retenção do último analito 

(estrona) e, devido a essa desvantagem, esse analito não foi incluído nessa comparação. 
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Figura 23 – Comparação da eficiência de extração entre [Aliquat
+
]2[MnCl4

2-
] e 

[P6,6,6,14
+
]2[MnCl4

2-
] usando as condições de extração otimizadas e 100 ng mL

-1
 de cada 

analito. 

 

Fonte: Autoria própria (2018). 

 

Apesar da questão causada por um pico de interferência no mesmo tempo de 

retenção do analito estrona, [Aliquat
+
]2[MnCl4

2-
] apresentou uma eficiência de extração 

comparável ao [P6,6,6,14
+
]2[MnCl4

2-
] para o estriol (Log Kow = 2,45). Porém, com relação aos 

outros analitos, o [P6,6,6,14
+
]2[MnCl4

2-
] apresentou maior eficiência de extração, isso pode ser 

devido ao  [P6,6,6,14
+
]2[MnCl4

2-
] ser mais apolar que o [Aliquat

+
]2[MnCl4

2-
] e, assim, extrair 

melhor os analitos mais apolares (Log Kow 17-β-estradiol = 3,94; Log Kow 17-α-etinilestradiol 

= 4,12). Além disso, o sinal de fundo do cromatograma foi menor usando o 

[P6,6,6,14
+
]2[MnCl4

2-
]. Baseado nesses resultados, [P6,6,6,14

+
]2[MnCl4

2-
] foi escolhido para os 

estudos subsequentes envolvendo a determinação dos parâmetros analíticos de mérito. 

 

5.3.4 Parâmetros analíticos de mérito e aplicação em amostras de urina humana 

 

Os parâmetros analíticos de mérito foram determinados usando as condições 

experimentais previamente otimizadas. Os limites de detecção (LODs) foram calculados 

reduzindo a concentração de analito até obter uma relação sinal-ruído de 3:1 e os limites de 

quantificação (LOQs) foram adotados como sendo o primeiro nível de concentração da faixa 

linear para cada analito. Os parâmetros analíticos de mérito estão mostrados na Tabela 15. 
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Tabela 15 – Parâmetros analíticos de mérito para o método proposto DLLME/MIL usando o MIL [P6,6,6,14
+
]2[MnCl4

2-
]. 

Analito 

Faixa 

Linear       

(ng mL
-1

) 

Slope ± error 
LOD

a
 

(ng mL
-1

) 

LOQ
b
          

(ng mL
-1

) 
R

2
 

Precisão (intra-dia)
c
, 

n=3 (%) 

Precisão (inter-

dia)
c
, n=9 (%) 

5 

ng mL
-1

 

100 

ng mL
-1

 

500 

ng mL
-1

 

100 

ng mL
-1

 

Estriol 5 - 500 2,1112 ± 0,041 2 5 0,9985 19,5 13,3 11,7 15,4 

17-β-estradiol 5 - 500 1,9086 ± 0,068 2 5 0,9949 4,7 17,7 8,3 16,9 

17-α-

etinilestradiol 

5 - 500 1,6185 ± 0,024 2 5 0,9991 14,9 13,3 5,7 17,7 

Estrona 5 - 500 1,9606 ± 0,012 2 5 0,9998 13,4 12,9 7,5 11,4 
Fonte: Autoria própria (2018). 

 
a
LOD foi calculado avaliando a relação sinal:ruído (3:1). 

b
LOQ adotado como o primeiro nível de concentração da faixa linear. 

c 
Precisão intra-dia e inter-dia foram calculadas baseadas no Desvio Padrão Relativo (RSD). 
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De acordo com a Tabela 15, os valores de LOD e o LOQ para todos os analitos 

foram 2 e 5 ng mL
-1

, respectivamente. Os coeficientes de determinação (R
2
) variaram de 

0,9949 para o 17-β-estradiol a 0,9998 para a estrona, demonstrando o ajuste do modelo. Os 

resultados obtidos para a precisão do método foram satisfatórios. Os valores referentes à 

precisão intra-dia (n=3) variaram de 4,7% para o 17-β-estradiol a 19,5% para o estriol. Os 

valores referentes à precisão inter-dia (n=9, obtidos em três dias na concentração de 100 ng 

mL
-1

) variaram de 11,4% para a estrona a 17,7% para o 17-α-etinilestradiol.   

Os cromatogramas obtidos a partir da extração de uma amostra de urina sem 

fortificação e da extração de uma amostra de urina fortificada com 100 ng mL
-1

 de cada 

analito usando o procedimento de DLLME/MIL com [P6,6,6,14
+
]2[MnCl4

2-
] como fase extratora 

estão apresentados na Figura 24. 

 

Figura 24 – Cromatogramas obtidos a partir da extração de uma amostra de urina sem 

fortificação (linha tracejada) e a partir de uma amostra de urina fortificada com 100 ng mL
-1

 

de cada analito (linha sólida) usando a abordagem proposta DLLME/MIL nas condições 

otimizadas. Ordem de eluição: 1) estriol; 2) 17-β-estradiol; 3) 17-α-etinilestradiol e 4) estrona. 

 

Fonte: Autoria própria (2018). 

 

Com a finalidade de avaliar a aplicabilidade da metodologia proposta, amostras de 

urina coletadas de voluntários que aceitaram previamente contribuir com esse estudo foram 

analisadas. A amostra A foi coletada de um voluntário que não utiliza contraceptivos orais a 

base de estrogênio; a amostra B foi coletada de uma voluntária que faz ingestão regular de 

pílulas anticoncepcionais de baixa dosagem (ingestão de 0,03 mg de 17-α-etinilestradiol/dia); 

e a amostra C foi obtida de uma voluntária com 30 semanas de gravidez. A amostra C foi 

avaliada devido ao fato de que alguns dos hormônios estudados podem ser excretados na 

urina no período da gravidez. Além disso, alíquotas dessas amostras foram submetidas à 

avaliação da recuperação relativa dos analitos em três níveis de concentração (5, 100 e 500 ng 

mL
-1

). Os resultados referentes à recuperação relativa e RSD para essas determinações estão 

mostrados na Tabela 16. 
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Tabela 16 – Recuperação relativa e RSD dos analitos para as amostras A, B e C, n=3. 
 Amostra A Amostra B Amostra C 

Analito 
5 ng mL

-1 

(%) 

100 ng mL
-1 

(%) 

500 ng mL
-1 

(%) 

5 ng mL
-1 

(%) 

100 ng mL
-1 

(%) 

500 ng mL
-1 

(%) 

5 ng mL
-1 

(%) 

100 ng mL
-1 

(%) 

500 ng mL
-1 

(%) 

Estriol 93,4 ± 6,5 90,2 ± 13,3 106 ± 13,9 67,5 ± 5,1 69,3 ± 13,8 85,2 ± 16,6 103 ± 15,6 96,7 ± 3,3 103 ± 8,5 

17-β-estradiol 102 ± 6,7 99,5 ± 19,8 110 ± 13,1 116 ± 5,9 74,1 ± 14,4 81,8 ± 17,1 83,1 ± 8,7 93,6 ± 11,2 115 ± 14,4 

17-α-

etinilestradiol 
81,8 ± 15,1 91,5 ± 17,7 111 ± 12,8 97,3 ± 13,8 72,2 ± 14,3 70,9 ± 19,2 97,9 ± 19,9 97,1 ± 12,6 114 ± 13,0 

Estrona 107 ± 9,8 94,9 ± 11,4 105 ± 11,7 109 ± 6,8 68,1 ± 12,7 72,3 ± 12,2 104 ± 16,8 90,9 ± 8,2 110 ± 10,1 

Fonte: Autoria própria (2018). 
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Baseado na Tabela 16 é possível observar que o método alcançou resultados 

satisfatórios de exatidão e precisão, com recuperações relativas para os analitos variando de 

67,5% a 115,6% e RSD variando entre 3,3 a 19,9%. As urinas A, B e C sem fortificação 

também foram analisadas e não foram detectados picos cromatográficos referentes aos 

analitos nas amostras A e B. Na amostra C, o pico correspondente ao estriol foi detectado, 

porém, a resposta cromatográfica para esse analito foi abaixo do LOQ. A presença desse 

composto está possivelmente associado à gravidez da voluntária, que influencia a liberação 

desse composto na urina (Neves-e-Castro, 1975). Portanto, a abordagem proposta 

DLLME/MIL oferece uma alternativa confiável para ser usada como uma ferramenta analítica 

para avaliar os analitos em matrizes biológicas complexas, como a urina. 

Ainda, foi realizada uma estimativa do fator de enriquecimento (FE) dos analitos. O 

sinal obtido a partir da injeção direta de uma amostra de urina diluída (Samostra) foi comparado 

com o sinal obtido a partir da extração usando [P6,6,6,14
+
]2[MnCl4

2-
] (SMIL) nas condições 

otimizadas e usando uma concentração de 500 ng mL
-1

 para cada analito. A equação (4) 

descrita no item 5.2.7 - Parâmetros analíticos de mérito e aplicação em amostras de urina 

humana, foi usada para avaliar os FEs para o procedimento de DLLME/MIL. Assim, os FEs 

para o estriol, 17-β-estradio, 17-α-etinilestradiol e estrona foram 33,4; 28,9; 29,5 e 30,9, 

respectivamente. De acordo com os resultados, o procedimento de DLLME/MIL forneceu 

significante enriquecimento para os analitos em amostras de urina, com a resposta do 

cromatograma aumentando em torno de 30 vezes para todos os analitos, indicando uma 

satisfatória capacidade de pré-concentração da fase extratora baseada em MIL. 

Além disso, foi realizada uma comparação entre esse estudo e outros previamente 

reportados na literatura, onde os mesmos compostos foram determinados em amostras de 

urina. Para a comparação foram selecionados os parâmetros analíticos de mérito de cada 

metodologia, incluindo a técnica de microextração, volume de solvente, faixa linear, e limites 

de detecção que estão incluídos na Tabela 17. 
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Tabela 17 – Comparação dos parâmetros analíticos de mérito para o procedimento de DLLME/MIL com dados da literatura. 

Técnica de 

extração 

Técnica de 

separação/ 

determinação 

Tempo de 

extração 
Fase extratora 

Faixa linear 

(ng mL
-1

) 

Volume de 

solvente 

extrator (μL) 

LOD       

(ng mL
-1

) 
Referência 

SBSE HPLC-DAD 2 - 4 horas PDMS 5-50 126 1 (Almeida e 

Nogueira, 2006) 

UACPE HPLC-DAD 1 hora Tergitol TMN-6 5-1000 500 0,1-0,2 (Zou et al., 2012) 

DLLME HPLC-UV 60 segundos CCl4 1.000-250.000 600 250 (Kupcová e 

Reiffová, 2017) 

DLLME/MIL HPLC-DAD 90 segundos [P6,6,6,14
+
]2[MnCl4

2-
] 5-500 5 mg ≈ 8 µL 2 Este estudo 

Fonte: Autoria própria (2018). 

 

UACPE: Extração em ponto nuvem assistida por ultrassom, do inglês ultrasond-assisted cloud-point extraction 
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Baseado na Tabela 17, o método proposto forneceu parâmetros analíticos de mérito 

interessantes comparando com métodos anteriormente propostos. O uso de pequena 

quantidade de fase extratora (5 mg de MIL ≈ 8 μL) e curto tempo de extração (90 s) sem etapa 

de centrifugação são características atrativas que enfatizam os aspectos ambientalmente 

amigáveis e de alto rendimento dessa metodologia analítica na análise de matrizes biológicas. 

 

5.4 CONCLUSÕES PARCIAIS  

 

O método DLLME/MIL associado ao HPLC-DAD foi otimizado e aplicado com 

sucesso pela primeira vez na determinação de hormônios em amostras de urina. Esse estudo 

amplia a aplicabilidade desse promissor solvente extrator à matrizes biológicas e matrizes 

mais complexas, proporcionando uma alternativa rápida e confiável aos solventes 

convencionais geralmente utilizados nas abordagens de DLLME. Essa metodologia permitiu 

que as extrações fossem realizadas em tempos curtos (90 s) sem a necessidade de uma etapa 

de centrifugação. Além disso, as separações cromatográficas foram realizadas em 10 min, 

permitindo uma análises de alto rendimento. Os valores de LODs foram comparáveis aos 

valores reportados anteriormente usando outras técnicas de microextração que requerem 

tempos de extração mais longos. Ainda, foi obtido um desempenho analítico muito 

satisfatório quanto à precisão (ensaios intra e inter-dia), recuperações relativas e faixa linear 

dos analitos. As propriedades físico-químicas dos MILs incluindo hidrofobicidade, pressão de 

vapor negligenciável, estrutura química ajustável e facilidade de ser retirado da solução 

aquosa com o auxílio de uma barra magnética, demonstram que os MILs são uma ferramenta 

atrativa e que podem ser explorados como solventes extratores para inúmeras técnicas de 

extração/microextração. Adicionalmente, novos estudos focados na automatização podem 

melhorar os aspectos de alto rendimento e automatização das metodologias de extração 

utilizando os MILs como fases extratoras estáveis e eficientes. 
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6 EXPLORANDO O USO DE SOLVENTES COM HIDROFILICIDADE 

COMUTÁVEL COMO FASE EXTRATORA PARA DETERMINAÇÃO DE 

CONTAMINANTES PROVENIENTES DE EMBALAGENS ALIMENTÍCIAS EM 

ÁGUA DE COCO UTILIZANDO CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA À 

ESPECTROMETRIA DE MASSAS 

 

6.1 INTRODUÇÃO  

 

O aumento da industrialização mudou os hábitos alimentares da população, e assim, 

os alimentos processados passaram a ser mais consumidos. Dessa forma, a indústria de 

embalagens alimentícias também se desenvolveu e hoje muitos materiais são usados na sua 

manufatura, tais como, plásticos, papel, tintas de impressão, revestimentos e adesivos. 

As embalagens Tetra Pak
®
 são muito utilizadas para armazenar diversos alimentos 

industrializados. Podem ser compostas de até sete camadas intercalando polietileno, alumínio 

e papel. Na camada de papel, são utilizadas tintas de impressão para imprimir o rótulo e as 

informações do produto, além de vernizes para o revestimento (Tetra Pak
®

, 2019). 

Ainda, cada um desses materiais pode conter diversos compostos que são 

adicionados na manufatura, além de substâncias não intencionalmente adicionadas (NIAS, do 

inglês Non-Intentionally Added Substances), as quais são produtos de reações de degradação, 

bem como impurezas provenientes das matérias-primas (Nerin et al., 2013). Assim, esses 

materiais entram em contato com o alimento e diversos compostos podem acabar migrando da 

embalagem para o alimento, causando contaminação e trazendo riscos à saúde do consumidor. 

Dentre esses compostos estão os ésteres de ftalatos, tais como: o dimetil ftalato 

(DMF), o dietil ftalato (DEF), o dibutil ftalato (DBF), o benzil butil ftalato (BBF) e o di-n-

octil ftalato (DNOF), os quais são usados como plastificantes para melhorar a flexibilidade e a 

durabilidade do plástico (Guo e Kannan, 2012). Esses compostos não são ligados 

quimicamente à cadeia polimérica, dessa forma, podem migrar facilmente do plástico para o 

ambiente em que se encontram. 

A grande preocupação com relação a esses compostos é devido a eles serem 

considerados disruptores do sistema endócrino, podendo causar alterações no 

desenvolvimento fetal e sistema reprodutor (Environmental Protection Agency, 2012). Além 

disso, trabalhos reportados na literatura indicaram que esses compostos e seus metabólitos 

têm efeitos adversos no sistema reprodutivo principalmente de indivíduos do sexo masculino 

(Matsumoto et al., 2008; Martino-Andrade e Chahoud, 2010). Foi encontrada uma associação 
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entre danos no DNA do esperma e exposição ao DEF (Duty et al., 2003). Em 2012, oito 

ésteres de ftalatos, incluindo três selecionados para esse trabalho, o DBF, o BBF e o DNOF, 

foram adicionados à lista de produtos químicos preocupantes da Agência de Proteção 

Ambiental dos EUA (EPA) (Environmental Protection Agency, 2012). 

Os alquilfenóis, tais como o 4-octilfenol (4-OF) e o 4-nonilfenol (4-NF) também 

podem ser encontrados em alimentos armazenados em embalagens alimentícias. Derivados de 

NF (nonilfenol), como por exemplo: surfactantes alquilfenóis etoxilados usados como agentes 

dispersantes ou estabilizantes em plásticos, borrachas e papel (Fernandes et al., 2008); 

antioxidante tris(nonilfenol)fosfito usado como estabilizante de plásticos e borrachas 

(Votavova et al., 2009); e sais de bário e cálcio de nonilfenol usados como estabilizadores de 

calor em plásticos (Votavova et al., 2009), podem sofrer degradação, sendo o 4-NF um 

produto dessa reação. 

A partir do trabalho de Guenther et al. (Guenther et al., 2002), o qual analisou 60 

amostras de alimentos de diferentes gêneros e constatou a presença de NF em todas as 

amostras, Loyo-Rosales et al. (Loyo-Rosales et al., 2004), estudaram a presença de NF e OF 

(octilfenol) em água mineral engarrafada, uma vez que a fonte de ingestão diária desses 

compostos não é somente proveniente do alimento. 

Para o estudo foram selecionadas amostras de água contidas em recipientes com 

diferentes composições de polímeros (PEAD - polietileno de alta densidade, PET - 

poltereftalato de etileno e PVC - policloreto de vinila). Os autores analisaram sete amostras e 

encontraram NF em seis amostras e OF em cinco amostras. Esses estudos reforçam a 

possibilidade desses compostos estarem presentes em alimentos e bebidas armazenadas em 

embalagens alimentícias. 

A relevância desses compostos está relacionada com os conhecidos efeitos adversos 

que exercem sobre o sistema endócrino de humanos e animais (Lee e Lee, 1996; Nagao et al., 

2001). Além disso, o NP está classificado como “substância perigosa prioritária” na Diretiva 

2013/39/UE do Parlamento Europeu e do Conselho (União Europeia, 2013a). 

Os fotoiniciadores de tinta UV, sendo a benzofenona (BZF) um dos mais utilizados, 

são empregados para catalisar a reação de polimerização para a cura de tintas sob luz 

ultravioleta. Assim, esses compostos podem estar presentes em plásticos e papéis usados na 

fabricação de embalagens alimentícias como um resíduo desse processo (Sanches-Silva et al., 

2009). Quando não há uma barreira efetiva, eles podem migrar da superfície para o interior da 

embalagem, através da transferência de massa, entrando em contato com o alimento (Zhang et 

al., 2016). A BZF em particular é de grande preocupação, pois pode causar câncer, hipospádia 
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(malformação da uretra) e reação alérgica da pele (Rhodes et al., 2007; Hsieh et al., 2007; 

Cook e Freeman, 2001). 

Dessa forma, a segurança alimentar relacionada aos compostos presentes em 

embalagens que podem migrar para o alimento é uma tendência, sendo cada vez mais cobrada 

pelos consumidores, agências e órgãos reguladores. Porém, somente na União Europeia foram 

estabelecidos regulamentos e diretivas específicas para materiais que entram em contato com 

o alimento; e, ainda são para um número restrito de materiais (plásticos, plásticos reciclados, 

cerâmicas, material ativo e inteligente e filme de celulose regenerada) (União Europeia, 1984; 

2006; 2007; 2009; 2011). Além disso, apenas os materiais plásticos possuem uma lista de 

substâncias autorizadas (União Europeia, 2011). Assim, ainda existem muitos materiais 

empregados na fabricação de embalagens alimentícias que não possuem regulamentação de 

substâncias permitidas, ou seja, seguras para entrarem em contato com o alimento. 

Para avaliar a presença desses compostos em alimento é possível adotar diferentes 

estratégias. Pode-se analisar o alimento, a embalagem alimentícia ou realizar testes de 

migração utilizando simulantes de alimentos (Sanchis et al., 2017). O alimento é uma matriz 

complexa, além disso, os analitos que migram da embalagem para o alimento são encontrados 

em baixas concentrações. Assim, para monitorar esses contaminantes é necessário o emprego 

de uma etapa de preparo da amostra antes da análise instrumental com o objetivo de 

concentrar os analitos e remover os interferentes. Também são requeridos equipamentos com 

sensibilidade adequada. Nesse sentido, a cromatografia gasosa e a cromatografia líquida 

acopladas à espectrometria de massas têm sido muito empregadas (Casajuana e Lacorte, 2004; 

Fasano et al., 2012; Amelin e Lavrukhina, 2017; Sanchis et al., 2017). 

Várias técnicas de preparo de amostra e clean-up têm sido utilizadas para adequar a 

amostra a analise instrumental. Dentre elas, as técnicas clássicas como a LLE e a SPE ainda 

são muito empregadas (Sanchis et al., 2017). Contudo, a tendência é a utilização de técnicas 

de microextração devido às vantagens que apresentam em relação às técnicas clássicas. 

Dentre as técnicas de microextração, as mais utilizadas para a extração de 

contaminantes de alimentos são a SPME (Zhang et al., 2019; Znidersic et al., 2019), a 

DLLME (Galuch et al., 2019) e a SBSE (Liu et al., 2016). Porém, com exceção da SPME, 

essas técnicas geralmente usam solventes tóxicos como organoclorados ou necessitam de 

longos tempos para a extração. O método QuEChERs também é muito empregado para a 

análise de alimentos, porém, utiliza vários reagentes como sais, solventes orgânicos e ácidos, 

dependendo da configuração. Além disso, possui várias etapas envolvidas (Musarurwa et al., 

2019). 
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Assim, a HLLME é uma técnica de preparo de amostra promissora. Ela é baseada no 

fenômeno de separação de fases a partir de uma solução homogênea. Compreende duas 

etapas: primeiramente é realizada a completa miscibilidade da amostra e da fase orgânica, o 

que fornece uma superfície de contato infinitamente grande para a extração; após, é realizada 

a separação das fases através da adição ou remoção de um reagente específico. Assim, os 

analitos passam para um pequeno volume de solvente orgânico (Ahmar et al., 2018). 

As principais vantagens da HLLME são: o rápido equilíbrio de extração, o que reduz 

o tempo de preparo da amostra; a simplicidade, ou seja, não é necessário utilizar nenhum 

aparato e/ou reagente especial; a eficiência de extração; o baixo consumo de solvente 

orgânico, o que diminui a exposição do analista e a geração de resíduo; e o baixo custo 

(Ebrahimpour et al., 2013; Yazdanfar et al., 2014).  

Vários métodos têm sido reportados para promover a separação de fases na técnica 

de HLLME. Em 2013, foi proposto um sistemas dependentes do pH (Ebrahimpour et al., 

2013). Para esse sistema o solvente deve ter solubilidade na fase aquosa dependente do pH e 

densidade menor que a da água. Por isso, a seleção do solvente de extração é restrita a poucos 

solventes orgânicos (Cabuk et al., 2014).  

Os solventes com hidrofilicidade comutável (SHSs) são considerados uma nova 

classe de solventes e têm ganhado atenção devido a atenderem as características necessárias 

para serem empregados como fase extratora na técnica de HLLME, aos aspectos 

ambientalmente amigáveis que apresentam, pois são menos tóxicos que os solventes 

geralmente empregados em técnicas de extração (Jessop et al., 2010; Vanderveen et al., 

2014), possuem baixo custo, apresentam boa eficiência de extração e proporcionam extrações 

rápidas. Além disso, a mudança de pH para a comutação é realizada de forma fácil através da 

adição e remoção de CO2 ou adição de um reagente específico, como o hidróxido de sódio. 

Nesse trabalho foi proposto um método empregando SHSs como solventes extratores 

na técnica de HLLME para a extração de ésteres de ftalato, alquilfenóis e benzofenona de 

amostras de água de coco contidas em embalagens alimentícias. O método desenvolvido é 

uma alternativa aos métodos laboriosos, caros e que empregam grandes volumes de solventes 

orgânicos tóxicos, os quais geralmente são empregados na análise de alimentos. Os principais 

parâmetros que afetam o procedimento de SHS-HLLME foram otimizados de modo 

univariado e multivariado. Os parâmetros analíticos de mérito foram determinados, e após, 

foram analisadas seis amostras de água de coco adquiridas em supermercados de 

Florianópolis-SC. 

 



100 
 

6.2 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

6.2.1 Reagentes e materiais 

 

Padrões analíticos dos analitos 4-octilfenol (4-OF), 4-nonilfenol (4-NF), 

benzofenona (BZF) com pureza ≥97% foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Milwaukee, WI, 

EUA). Mix ésteres de ftalato - EPA Phtalate Esters MIX 2 g L
-1

 contendo dimetil ftalato 

(DMF), dietil ftalato (DEF) dibutil ftalato (DBF) benzil butil ftalato (BBF) e di-n-octil ftalato 

(DNOF) também foi obtido da Sigma-Aldrich. Na Tabela 18 estão apresentadas as estruturas 

químicas, algumas propriedades físico-químicas e as razões massa/carga (m/z) monitoradas 

para a identificação e quantificação dos analitos. Como padrão interno (PI) foi utilizado o 2-

etilhexil-4-dimetilaminobenzoato com grau de pureza 98% adquirido da Sigma-Aldrich. A 

partir dos padrões analíticos foram preparadas soluções padrões de concentração 1000 mg L
-1

 

em MeOH. Em seguida foi preparada uma solução de trabalho em MeOH contendo todos os 

analitos na concentração de 20 mg L
-1

. Além disso, foi preparada uma solução do PI em 

MeOH na concentração de 10 mg L
-1

. O PI foi utilizado na avaliação dos parâmetros 

analíticos de mérito e na análise das amostras e foi adicionado antes da etapa de extração na 

concentração de 10 µg L
-1

. 

Metanol grau HPLC/GC foi adquirido da JT Baker (Mallinkrodt, EUA). Água 

ultrapura (18,2 MΩcm) foi obtida a partir do sistema Mega Purity (Bellerica, MA, EUA). Os 

solventes com hidrofilicidade comutável utilizados como fases extratoras: dipropilamina 

(DPA) e N,N-dimetilciclohexalamina (DMCHA) com 99% de pureza foram obtidos da 

Sigma-Aldrich. Ácido clorídrico P.A. e hidróxido de sódio utilizados para realizar a 

comutação dos SHSs foram obtidos da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil). Um banho termostático 

Lab Companion modelo RW-0525G foi utilizado na etapa de aquecimento para a separação 

das fases. 

 

 

 

 

 

 

 



101 
 

Tabela 18 – Estrutura química, pKa, Log Kow, temperatura de ebulição e razões m/z 

monitoradas para identificação e quantificação dos analitos. Os valores em negrito 

representam os fragmentos utilizados para a quantificação. Referência: (ChemAxon, 2020). 

Analito Estrutura química pKa 
Log 

Kow 

Temperatura de 

ebulição (ºC) 
m/z 

DMF 

 
 

- 1,98 282 
163/77/164/ 

76/135 

DEF 

 
 

- 2,69 295 
149/177/150/

65/29 

DBF 

 
 

- 4,63 340 
149/150/29/ 

41/57 

BBF 

 
 

- 5,03 370 
149/91/206/ 

65/104 

DNOF 

 
 

- 8,18 390 
149/279/43/ 

57/150 

4-OF 
 

 

10,31 5,30 280 
107/108/206/

96/41 

4-NF 
 

 

10,31 5,74 317 
107/220/108/

77/221 

BZF 

 
 

- 3,43 305 
105/77/182/ 

51/50 

Fonte: Autoria própria (2020). 
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6.2.2 Instrumentação e condições cromatográficas 

 

As análises cromatográficas foram realizadas em um cromatógrafo gasoso acoplado 

a um espectrômetro de massas e equipado com injetor split/splitless modelo GC-MS QP2010 

Plus (Shimadzu, Kyoto, Japão). As separações cromatográficas foram realizadas em uma 

coluna capilar ZB-5MS (Zebron, Torrance, CA, EUA) com dimensões de 30 m x 0,25 mm x 

0,25 μm d.i. O gás de arraste utilizado foi hélio ultrapuro na vazão constante de 1 mL min
-1

. O 

programa de temperatura utilizado para o forno do cromatógrafo foi iniciado em 65 ºC, sem 

tempo de permanência. Em seguida a temperatura foi aumentada até 160 ºC em uma taxa de 

20 ºC min
-1

 sem tempo de permanência. Por fim, a temperatura foi aumentada até 310 ºC em 

uma taxa de 15 ºC min
-1

 e mantida por 2 min, totalizando 16,75 min de corrida 

cromatográfica. A temperatura do injetor foi mantida em 250 ºC e o volume de injeção foi de 

1 µL no modo splitless com o auxílio de uma microsseringa de 10 µL. 

O espectrômetro de massas foi operado no modo de ionização por elétrons (EI) em 

70 eV. A temperatura da fonte de íons foi fixada em 280 ºC e da interface em 300 ºC. Para a 

identificação dos analitos foram selecionadas cinco razões m/z de maior intensidade e para a 

quantificação foi selecionada a m/z de maior intensidade, segundo biblioteca de espectros de 

massas fornecidos pelo Instituto Nacional de Padronização e Tecnologia (NIST) e estão 

apresentadas na Tabela 18. A aquisição dos dados foi realizada através do software GC-

Solution (Shimadzu). 

 

6.2.3 Otimização do procedimento SHS-HLLME 

 

Os principais parâmetros que podem influenciar a eficiência de extração utilizando o 

procedimento de SHS-HLLME foram otimizados. Inicialmente foram preparadas soluções de 

SHS e HCl na proporção DPA:HCl 6 mol L
-1

 (1:1) e DMCHA:HCl 12 mol L
-1

 (1:1). Em 

ambos os casos uma solução monofásica foi observada. Também foi preparada uma solução 

de NaOH 10 mol L
-1

, a qual foi utilizada para promover a separação das fases orgânica e 

aquosa. As otimizações foram realizadas fortificando uma amostra de água de coco 

proveniente de embalagem alimentícia com 100 µg L
-1

 de cada analito. Foram adotadas 

estratégias univariadas e multivariadas. Os resultados obtidos a partir das estratégias 

multivariadas foram processados através do software STATISTICA 8.  

O procedimento de extração consistiu em adicionar a amostra em um frasco de vidro 

com capacidade de 15 mL, em seguida foi adicionada uma mistura de SHS:HCl e procedida a 
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agitação manual para homogeneização (uma solução monofásica foi observada). Após, foi 

adicionado NaOH 10 mol L
-1

 para promover a separação das fases (uma solução turva foi 

observada), nessa etapa a mistura foi colocada em um banho aquecido por alguns minutos 

para acelerar o processo de separação das fases e consequentemente a extração dos analitos 

(uma solução bifásica foi observada). Depois de separadas as fases, a fase orgânica contendo 

os analitos foi removida com uma micropipeta de 100 µL e transferida para um frasco com 

insert de vidro com capacidade de 250 µL e encaminhada para análise no GC-MS. Um 

panorama geral da extração está apresentado na Figura 25.  

 

Figura 25 – Panorama geral do procedimento de extração empregando SHS-HLLME. 

 

Fonte: Autoria própria (2019). 

 

6.2.3.1 Avaliação do tipo de SHS 

 

Inicialmente foi avaliado o tipo de fase extratora de modo univariado. Foram 

selecionados dois solventes com hidrofilicidade comutável, o DMCHA e a DPA. As 

condições de extração foram fixadas em 5 mL de amostra, 800 µL da mistura SHS:HCl, 3 mL 

de NaOH 10 mol L
-1

 para separação das fases, 70 ºC de temperatura de aquecimento e 2 min 

de tempo de extração. 

 

6.2.3.2 Avaliação do volume de SHS e NaOH 10 mol L
-1

 

 

A fase extratora foi adicionada na amostra juntamente com o HCl para que o SHS 

permanecesse na sua forma hidrofílica (grupo amina protonado), formando uma fase com a 
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solução aquosa e assim, proporcionasse uma grande superfície de contato para a extração 

(Ahmar et al., 2018), o que facilita a transferência de massa de analito da amostra para a fase 

extratora, reduzindo o tempo de extração (Ezoddin et al., 2016). Já o NaOH 10 mol L
-1

 foi 

adicionado para que o SHS comutasse para a forma hidrofóbica (grupo amina desprotonado) 

e, assim, ocorresse a separação das fases. Como esse processo é dependente do pH do meio, 

um excesso de NaOH 10 mol L
-1

 foi adicionado para garantir e acelerar a comutação. Assim, 

os parâmetros volume de SHS:HCl (1:1, v/v) (200 a 1000 µL) ou seja, volume de SHS (100 a 

500 µL) e volume de NaOH 10 mol L
-1

 (1 a 3 mL) foram avaliados simultaneamente através 

de um planejamento Doehlert com 9 experimentos (incluindo a triplicata no ponto central), 

como mostrado na Tabela 19. Esses experimentos foram realizados utilizando o SHS 

selecionado na avaliação anterior. Os resultados foram expressos através de uma superfície 

resposta utilizando a média geometria da área dos picos cromatográficos. 

 

Tabela 19 – Matriz planejamento Doehlert para o volume de SHS:HCl (1:1) versus o volume 

de NaOH 10 mol L
-1

. 

Experimento Volume de SHS (µL) Volume de NaOH 10 mol L
-1

 (mL) 

1 100 2 

2 200 1 

3 200 3 

4 300 2 

5 300 2 

6 300 2 

7 400 1 

8 400 3 

9 500 2 
Fonte: Autoria própria (2019). 

 

6.2.3.3 Planejamento Fatorial Completo 2
3 

 

Um planejamento fatorial completo 2
3
 foi realizado para fazer uma triagem dos 

principais parâmetros que podem influenciar a extração utilizando o procedimento de SHS-

HLLME. Os parâmetros selecionados para esse experimento foram: volume de amostra (3 a 7 

mL), temperatura necessária para a separação das fases (60 a 80 ºC) e tempo de extração (2 a 

5 min). Foram gerados 10 experimentos incluindo a duplicata do ponto central, conforme a 

matriz do planejamento que está apresentada na Tabela 20. Os resultados foram expressos 

através do gráfico de Pareto utilizando a média geométrica da área dos picos cromatográficos 

dos analitos. 
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Tabela 20 – Matriz do planejamento fatorial completo 2
3
. 

Experimento 
Volume de 

amostra (mL) 

Temperatura para separação 

das fases (ºC) 

Tempo de 

extração (min) 

1 3 60 2 

2 3 60 5 

3 3 80 2 

4 3 80 5 

5 7 60 2 

6 7 60 5 

7 7 80 2 

8 7 80 5 

9 5 70 3,5 

10 5 70 3,5 
Fonte: Autoria própria (2019). 

 

6.2.3.4 Avaliação da temperatura para a separação das fases 

 

A última otimização consistiu em avaliar a temperatura para a separação das fases de 

forma univariada e em triplicata. As temperaturas avaliadas foram 40, 50 e 60 ºC, 

selecionadas de acordo com o resultado do planejamento fatorial completo 2
3
 descrito na 

seção anterior. 

 

6.2.4 Parâmetros analíticos de mérito 

  

Para a construção das curvas de calibração foi utilizada água de coco natural 

(proveniente de coco verde) fortificada com os analitos em 7 níveis de concentração (0,5; 1; 

5; 10; 15; 20 e 30 µg L
-1

) e foi adicionado padrão interno antes das extrações na concentração 

de 10 µg L
-1

. Os coeficientes de correlação (r) foram obtidos a partir das curvas de calibração. 

Os limites de quantificação (LOQs) foram adotados como sendo o primeiro nível de 

concentração da faixa linear e os limites de detecção (LODs) foram obtidos dividindo o LOQ 

por 3,3. 

Para a avaliação da exatidão, precisão e robustez do método foi utilizada água de 

coco contida em embalagem alimentícia e foi adicionado padrão interno antes das extrações 

na concentração de 10 µg L
-1

. A exatidão foi obtida através de ensaios de recuperação em três 

níveis de concentração comum para todos os analitos (5, 15 e 30 µg L
-1

) e os resultados foram 

expressos através das recuperações relativas em porcentagem (RR%). A precisão do método 

foi avaliada através de ensaios intra-dia (n=3) em três níveis de concentração comum para 

todos os analitos (5, 15 e 30 µg L
-1

) e inter-dia (n=9) em um nível de concentração comum 
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para todos os analitos (15 µg L
-1

). Os resultados foram expressos através do desvio padrão 

relativo em porcentagem (RSD%). 

Também foi avaliada a robustez do método através do teste de Youden. Para isso 

foram selecionados 5 parâmetros que podem influenciar a extração pelo método proposto 

SHS-HLLME. O efeito dos parâmetros foram avaliados de forma simultânea através da 

variação para valores menores e maiores considerando a condição otimizada (valor nominal), 

totalizando 8 experimentos. Na Tabela 21 estão apresentados os parâmetros avaliados e as 

condições de variação e na Tabela 22 estão apresentados os experimentos realizados 

considerando a combinação dos parâmetros e variações. 

 

Tabela 21 – Parâmetros avaliados, condição nominal e variações para o teste de Youden para 

avaliação da robustez do método. 

Parâmetro 
Condição 

Nominal 
Menor Variação Maior Variação 

P1 – Volume de amostra 3000 µL a 2980 µL A 3020 µL 

P2 – Volume de SHS:HCl 200 µL b 180 µL B 220 µL 

P3 – Volume de NaOH 10 mol L
-1

 2000 µL c 1980 µL D 2020 µL 

P4 – Temperatura separação das fases 50 ºC d 48 ºC E 52 ºC 

P5 – Tempo de extração 120 s e 110 s F 130 s 
Fonte: Autoria própria (2019). 

 

Tabela 22 – Experimentos realizados considerando a combinação dos parâmetros (variação 

menor e maior) para o teste de Youden para avaliação da robustez do método. 

Combinação dos parâmetros 
Experimentos 

1 2 3 4 5 6 7 8 

A/a A A A A a a a a 

B/b B B b b B B b b 

C/c C c C c C c C c 

D/d D D d d d d D D 

E/e E e E e e E e E 
Fonte: Autoria própria (2019). 

 

6.2.5 Análise de amostras de água de coco contidas em embalagens alimentícias 

 

Seis amostras de água de coco foram adquiridas em supermercados de Florianópolis-

SC, as amostras foram nomeadas como: A, B, C, D, E e F, todas estavam contidas em 

embalagens Tetra Pak
®
 e não passaram por nenhum preparo prévio antes do procedimento de 

extração. As amostras foram submetidas ao procedimento SHS-HLLME otimizado e após 

foram analisadas em GC-MS. 
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6.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

6.3.1 Otimização do procedimento SHS-HLLME 

 

6.3.1.1 Avaliação do tipo de SHS 

 

O tipo de fase extratora é um parâmetro importante e deve ser avaliado no 

desenvolvimento de um método analítico, pois a eficiência de extração depende da afinidade 

da fase extratora com os analitos. Para essa avaliação foram selecionados dois SHSs: a 

DMCHA e DPA. As eficiências de extrações foram comparadas através das áreas 

normalizadas dos picos cromatográficos dos analitos e estão apresentadas no gráfico de barras 

da Figura 26.  

 

Figura 26 – Otimização univariada do tipo de solvente extrator no procedimento de SHS-

HLLME utilizando DMCHA e DPA. 

 

Fonte: Autoria própria (2019). 

 

Como pode ser observado no gráfico de barras da Figura 26, a DMCHA apresentou 

uma eficiência de extração maior para os analitos mais apolares (BZF, 4-OF, 4-NF, DBF, 

BBF e DNOF). Para os demais analitos (DMF e DEF) a DMCHA e a DPA apresentaram 

respostas semelhantes. Esses resultados estão relacionados ao fato da DMCHA ser mais 

apolar do que a DPA (Log Kow DMCHA = 1,99; Log Kow DPA = 1,57). Assim, a DMCHA foi 

selecionada como fase extratora para os próximos experimentos. 
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6.3.1.2 Avaliação do volume de DMCHA e NaOH 10 mol L
-1

 

 

O volume de solvente extrator pode influenciar na massa de analito extraída. Maiores 

volumes podem extrair maiores massas de analito. Porém, na técnica de HLLME, pode 

ocorrer a diluição do analito, uma vez que quase todo o volume de solvente extrator é 

recuperado no final para a análise. Com relação ao volume de NaOH 10 mol L
-1

, esse deve ser 

suficiente para deixar o meio básico e a DMCHA na sua forma hidrofóbica (desprotonada), 

separando assim as fases. Além disso, em meio básico os analitos e a DMCHA estão 

presentes na forma neutra, favorecendo a interação para a extração. Ainda, quanto maior o 

volume de NaOH 10 mol L
-1

, mais rápido ocorre o deslocamento do equilíbrio químico. 

Assim, foram avaliados volumes de 100 a 500 µL de DMCHA e volumes de 1 a 3 mL de 

NaOH 10 mol L
-1

 através de um planejamento Doehlert com 9 experimentos (incluindo a 

triplicata do ponto central). A superfície obtida está apresentada na Figura 27.  

 

Figura 27 – Superfície resposta obtida utilizando o planejamento Doehlert para o volume de 

DMCHA versus o volume de NaOH 10 mol L
-1

. R
2
 = 0,9316. 

 

Fonte: Autoria própria (2019). 

 

A partir da superfície de resposta obtida pode-se observar que menores volumes de 

DMCHA proporcionaram as melhores respostas cromatográficas. Isso pode ser devido a uma 

maior concentração dos analitos. É importante ressaltar que volumes menores que 100 µL não 

são práticos, devido à dificuldade de coletar o SHS da amostra no final da extração. Para o 

volume de NaOH 10 mol L
-1

, pode-se observar que maiores volumes proporcionaram as 



109 
 

melhores respostas cromatográficas. Contudo, foi selecionado a utilização de 2 mL de NaOH 

10 mol L
-1

, pois nessa condição já ocorria a separação das fases com respostas 

cromatográficas satisfatórias, além disso, foi considerado o gasto de reagente. Assim, a 

condição definida a partir desse planejamento foi o uso de 100 µL de DMCHA como solvente 

extrator e 2 mL de NaOH 10 mol L
-1

 para a separação das fases.  

 

6.3.1.3 Planejamento Fatorial Completo 2
3
 

 

Quando NaOH 10 mol L
-1

 foi adicionado para promover a separação das fases foi 

observada a formação de um solução turva e não a separação em poucos segundos como 

alguns autores reportaram em trabalhos anteriores (Ahmar et al., 2018; Rameshgar et al,. 

2017; Shahvandi et al., 2018), isso pode ser devido à complexidade da matriz água de coco. 

Assim, foi avaliado o aquecimento da amostra de 60 a 80 ºC para acelerar a separação das 

fases. O tempo de extração foi avaliado de 2 a 5 min e o volume de amostra foi avaliado de 3 

a 7 mL, gerando um planejamento fatorial completo 2
3
 para realizar um triagem e identificar 

quais desses parâmetros podem influenciar de forma significativa a eficiência de extração 

pelo método proposto SHS-HLLME. O gráfico de Pareto obtido a partir desse planejamento 

está apresentado na Figura 28. 

 

Figura 28 – Gráfico de Pareto obtido para as variáveis: volume de amostra, temperatura para a 

separação das fases e tempo de extração. R
2
 = 0,8570.  

 

Fonte: Autoria própria (2019). 
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Como pode ser observado no gráfico de Pareto, somente a variável temperatura para 

a separação das fases apresentou influência na extração dos analitos, o sinal negativo indica 

que temperaturas menores favorecem a extração. Dessa forma, essa variável foi avaliada de 

forma univariada. Para a variável volume de amostra foi fixado o menor valor estudado 

conforme sinal negativo apresentado. Esses resultados estão de acordo com o trabalho de 

Ahmar et al., 2018, onde foi observado que grandes volumes de amostra diminuem a massa 

de analito extraída. Para a variável tempo de extração foi fixado o menor valor estudado para 

aumentar a frequência analítica do método. Tempos de extração curtos são uma característica 

da HLLME devido à grande superfície de contato formada entre amostra e fase extratora, 

acelerando a transferência de massa de analito (Ahamar et al., 2018; Ezoddin et al., 2016). 

Assim, as condições retiradas desse planejamento foram: uso de 3 mL de amostra e 2 min de 

tempo de extração. 

 

6.3.1.4 Avaliação da temperatura para a separação das fases 

 

A partir do gráfico de Pareto, a variável temperatura para a separação das fases 

apresentou influência na extração dos analitos para valores menores. Assim, essa variável foi 

avaliada de forma univariada em 40, 50 e 60 ºC, em triplicata. Os resultados estão 

apresentados no gráfico de barras da Figura 29. 

 

Figura 29 – Otimização univariada da temperatura para a separação das fases no 

procedimento de SHS-HLLME. 

 

Fonte: Autoria própria (2019). 
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A partir do gráfico de barras é possível observar que a temperatura de 50 ºC forneceu 

os melhores resultados. Com 40 ºC a área dos picos cromatográficos decaiu 

significativamente para 4 analitos e na temperatura de 60 ºC as áreas dos picos 

cromatográficos foram em média 10% menores para todos os analitos. Assim, a temperatura 

de 50 ºC para a separação das fases foi selecionada como condição ótima. 

Após a otimização das principais variáveis que podem influenciar a eficiência de 

extração empregando o método proposto SHS-HLLME, as condições selecionadas foram: 200 

µL da mistura DMCHA:HCl 12 mol L
-1

 (1:1, v/v) que corresponde a 100 µL de fase extratora 

DMCHA, 3 mL de amostra, 2 mL de NaOH 10 mol L
-1

, temperatura de 50 ºC para separação 

das fases e 2 min de tempo de extração. 

Na Figura 30 está mostrado um cromatograma no modo SIM da extração de uma 

amostra de água de coco natural fortificada com 30 µg L
-1

 de cada analito e 10 µg L
-1

 do 

padrão interno na condição otimizada.  

 

Figura 30 – Cromatograma no modo SIM da extração de uma amostra de água de coco natural 

fortificada com 30 µg L
-1

 de cada analito e 10 µg L
-1

 do PI na condição otimizada. Analitos: 

1) DMF, 2) DEF, 3) BZF, 4) 4-OF, 5) 4-NF, 6) DBF, 7) PI, 8) BBF e 9) DNOF. 

 

Fonte: Autoria própria (2019). 

 

6.3.2 Parâmetros analíticos de mérito 

 

Após a otimização do procedimento proposto SHS-HLLME, os parâmetros analíticos 

de mérito foram determinados. Para isso foram construídas curvas de calibração utilizando 

água de coco natural (proveniente de coco verde) fortificada em diferentes níveis de 

concentração (0,5; 1; 5; 10; 15; 20 e 30 µg L
-1

). Na Tabela 23 estão apresentadas as equações 

lineares, as faixas lineares, os coeficientes de correlação (r) obtidos a partir das curvas de 

calibração e os limites de detecção (LODs) e quantificação (LOQs). O LOQ foi adotado como 

sendo o primeiro nível de concentração da faixa linear e o LOD foi definido como o LOQ 

dividido por 3,3. 
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Tabela 23 – Equação da reta, faixa linear, coeficiente de correção (r), limite de detecção e 

quantificação para o método proposto usando SHS-HLLME. 

Analito Equação Linear 
Faixa Linear 

(µg L
-1

) 
r 

LOD
b 

(µg L
-1

) 

LOQ
a 

(µg L
-1

) 

DMF y = 0,0715x + 0,0223 0,50-30,0 0,9972 0,15 0,50 

DEF y = 0,1710x + 0,0146 0,50-30,0 0,9986 0,15 0,50 

BZF y = 0,1050x - 0,1978 5,0-30,0 0,9969 1,5 5,0 

4-OF y = 0,1653x - 0,4706 5,0-30,0 0,9965 1,5 5,0 

4-NF y = 0,1324x - 0,4603 5,0-30,0 0,9942 1,5 5,0 

DBF y = 0,2447x - 0,0111 1,0-30,0 0,9915 0,30 1,0 

BBF y = 0,0976x + 0,0784 1,0-30,0 0,9963 0,30 1,0 

DNOF y = 0,1324x - 0,0850 1,0-30,0 0,9961 0,30 1,0 
Fonte: Autoria própria (2019). 

 
a
LOQ adotado como o primeiro nível de concentração da faixa linear. 

b
LOD definido como o LOQ dividido por 3,3. 

 

De acordo com a Tabela 23, os coeficientes de correlação obtidos foram satisfatórios 

variando de 0,9915 a 0,9986, indicando a boa correlação entre as variáveis x e y (Barwick, 

2003). Os valores de LODs variaram de 0,15 para o DMF e o DEF a 1,5 µg L
-1

 para a BZF, o 

4-OF e o 4-NF e os valores de LOQs variaram de 0,50 para o DMF e o DEF a 5,0 µg L
-1

 para 

a BZF, o 4-OF e o 4-NF. 

A exatidão e a precisão do método foram avaliadas fortificando água de coco contida 

em embalagem alimentícia e foi adicionado padrão interno antes das extrações na 

concentração de 10 µg L
-1

.  A exatidão do método foi avaliada através da recuperação relativa 

em porcentagem (RR%) em três níveis de concentração comuns para os analitos. A precisão 

do método foi avaliada através do desvio padrão relativo em porcentagem (RSD%) a partir de 

ensaios intra-dia (n=3) em três níveis de concentração comuns para os analitos e inter-dia 

(n=9) em um nível de concentração comum para os analitos. Os resultados obtidos estão 

apresentados na Tabela 24. 
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Tabela 24 – Recuperação relativa e precisões intra-dia e inter-dia para os analitos em água de 

coco contida em embalagem alimentícia utilizando o procedimento proposto SHS-HLLME 

otimizado. 

Analito 

Concentração 

da amostra 

(µg L
-1

) 

Concentração 

adicionada 

(µg L
-1

) 

Concentração 

encontrada menos 

concentração da 

amostra (µg L
-1

) 

Recuperação 

Relativa (%) 

(n=3) 

Precisão (RSD%) 

Intra-dia 

(n=3) 

Inter-dia 

(n=9) 

DMF 0 

5 5,7 ± 0,36 113 15  

15 14,9 ± 2,4 99 10 18 

30 32,7 ± 9,3 109 7  

DEF 0,66 

5 4,5 ± 0,22 90 7  

15 12,3 ± 2,1 82 2 14 

30 33,4 ± 5,1 111 18  

BZF <LOQ 

5 5,1 ± 0,19 103 8  

15 19,5 ± 1,4 130 5 11 

30 34,3 ± 3,2 114 17  

4-OF <LOQ 

5 6,4 ± 0,41 127 8  

15 14,8 ± 0,22 99 3 12 

30 30,1 ± 3,9 100 13  

4-NF <LOQ 

5 5,9 ± 0,26 118 16  

15 14,1 ± 0,18 94 5 17 

30 31,6 ± 3,5 105 10  

DBF 2,2 

5 4,6 ± 0,67 92 15  

15 16,2 ± 3,2 108 5 13 

30 28,2 ± 4,9 94 12  

BBF 0 

5 5,3 ± 0,91 105 4  

15 16,3 ± 1,8 109 7 13 

30 30,0 ± 0,25 100 8  

DNOF 3,4 

5 5,8 ± 0,32 116 12  

15 13,1 ± 2,3 87 17 18 

30 32,8 ± 3,6 109 18  

Fonte: Autoria própria (2019). 

 
a
Precisões intra-dia e inter-dia foram calculadas baseadas no desvio padrão relativo (RSD). 

 

Como é possível observar na Tabela 24, as recuperações relativas variaram de 82 a 

130%. Quase todos os analitos apresentaram recuperações relativas aceitáveis estando de 

acordo com o guia de validação de métodos da Associação dos Químicos Analíticos Oficiais 

(AOAC, do inglês Association Official of Analytical Chemistry). Somente a BZF e o 4-OF 

apresentaram recuperações maiores que a aceitável (120%). As precisões intra-dia e inter-dia 

foram menores que 18%, também estando de acordo com o guia de validação de métodos da 

AOAC (AOAC, 2016) Esses resultados enfatizam a aplicabilidade do método desenvolvido 

para o monitoramento de contaminantes provenientes de embalagens alimentícias em água de 

coco. 

O teste de Youden foi realizado para avaliar a robustez do método desenvolvido. 

Para isso, foram feitas pequenas variações nos principais parâmetros que podem afetar a 

extração utilizando o procedimento de SHS-HLLME simulando uma aplicação de rotina 

(Mulholland e Waterhouse, 1988). As variações foram feitas para valores maiores e menores 
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do que as condições definidas na otimização. Os parâmetros e as variações foram: volume de 

amostra (2980 a 3020 µL), volume de DMCHA:HCl (180 a 220 µL), volume de NaOH 10 

mol L
-1

 (1980 a 2020 µL), temperatura para a separação das fases (48 a 52 ºC) e tempo de 

extração (110 a 130 s). Os resultados foram expressos através do gráfico de Lenth apresentado 

na Figura 31.  

 

Figura 31 – Gráfico de Lenth obtido para a avaliação da robustez do método proposto SHS-

HLLME otimizado. Fatores: P1 – volume de amostra; P2 – volume de DMCHA:HCl; P3 – 

volume de NaOH 10 mol L
-1

; P4 – temperatura para a separação das fases; e P5 – tempo de 

extração. 

 

Fonte: Autoria própria (2019). 

 

Considerando que múltiplos efeitos foram avaliados, a margem de erro simultânea 

(SME) é a linha de referência e essa deve ser considerada para avaliar os resultados (Hund et 

al., 2000; Bokor et al., 2017). Dessa forma, é possível concluir que nenhum parâmetro 

excedeu esse limite, indicando que o método é robusto. 

 Adicionalmente, o método proposto SHS-HLLME foi comparado com outros métodos 

reportados na literatura que determinaram os mesmos analitos em matrizes alimentícias. A 

comparação está apresentada na Tabela 25. 
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Tabela 25 – Comparação entre o método proposto SHS-HLLME e outros métodos na literatura para os mesmos analitos em matrizes 

alimentícias. 

Analitos Matriz 
Método de 

preparo 

Técnica de 

quantificação 

Faixa linear 

(µg L
-1

) 
Volume de solvente Tempo de extração Referência 

DMF, DEF 

DBF, BBF, DNOF, 

BZF, 4-OF, 4-NF  

Água de 

coco 

SHS-

HLLME 
GC-MS 

0,5 – 30 

1,0 – 30 

5,0 – 30  

100 µL SHS 2 min Este trabalho 

DMF, DEF 

DBF, BBF 

Leite, óleo e 

bebida 

engarrafada 

MMI-SPE  GC-MS/MS 
0,5 – 20  

0,5 – 100  

10 mL ACN + 15 mL 

Hexano + 3 mL AcEt 
≈ 35 min 

(Lu et al., 

2018) 

DMF, DEF, DBF, 

BBF, DNOF  

 

Azeite de 

oliva 
LEC GC-MS 50 – 1000  10 mL ACN ≈ 7 min 

(Pereira et al., 

2019) 

BZF 
Simulante de 

alimento 
LLE 

SFC-PDA-

MS/MS 
0,81 – 40,12  

4 mL de triclorometano + 

200 mL MeOH 
≈ 2h e 24 min 

(Zhang, Y. et 

al., 2016) 

NF, DMF, DEF, 

BBF  

Leite 

integral 

SPE  

 
GC-MS 2,0 – 4000  

80 mL MeOH +72 mL 

diclorometano/hexano (4:1) 

+ 12 mL AcEt 

≈ 50 min 
(Casajuana e 

Lacorte, 2004) 

DBF, BBF 
Bebidas 

alcoólicas 
IL-DLLME HPLC-DAD 

10 – 500 

20 – 1000  

160 µL IL [C8MIM][PF6] + 

1 mL etanol + 100 µL 

MeOH 

≈ 5 min 
(Fan et al., 

2014) 

DMF, DEF, DBF, 

BBF, DNOF 

Diversos 

alimentos 

LLE 

QuEChERS 

SPE 

LC-MS/MS 20 – 100* 

Para LLE: 5 mL ACN 

Para QuEChERS:30 mL 

ACN 

Para SPE: 20 mL ACN + 

14 mL hexano 

Para LLE: ≈ 3 min 

Para QuEChERS: ≈ 

6 min  

Para SPE: ≈ 16 min 

(Xu et al., 

2014) 

4-OF, 4-NP, DMF, 

DEF, DBF, BBF, 

DNOP 

Vegetais SLE-SBSE TD-GC-MS 0,1 – 5,0  11 mL MeOH ≈ 4 horas 
(Cacho et al., 

2012) 

BZF 
Simulante de 

alimento 
LLE GC-MS 5,4 – 100 20 mL hexano ≈ 25 min 

(Rubio et al., 

2019) 
Fonte: Autoria própria (2019) 

 

*Expresso em µg/Kg, sendo 20 µg/Kg o LOQ do método. 
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Como pode ser observado na Tabela 25, o método proposto SHS-HLLME 

apresentou vantagem com relação ao tempo de preparo de amostra, onde foram necessários 

somente 2 min para essa etapa. É importante ressaltar que nesse trabalho o tempo de extração 

foi definido a partir do momento que o NaOH 10 mol L
-1

 foi adicionado na solução e o 

sistema colocado no banho de aquecimento até o momento em que a solução foi retirada do 

aquecimento. Outros métodos reportados apresentaram tempos de preparo de amostra de 3 

min até 4 horas. Isso enfatiza os aspectos de alto rendimento do método proposto. 

Também foi observada a utilização de um menor volume de solvente orgânico. No 

método proposto foram necessários somente 100 µL de DMCHA para realizar as extrações, 

enquanto outros método utilizaram vários mililitros de solventes orgânicos tóxicos como 

ACN, MeOH, hexano, acetato de etila, diclorometano e triclorometano. Isso enfatiza os 

aspectos ambientalmente amigáveis da metodologia desenvolvida, com redução do volume de 

solvente e geração de resíduo, além da utilização de um solvente menos tóxico. 

Ademais, o método proposto apresentou o primeiro nível de concentração da faixa 

linear comparável e na maioria dos casos menor do que os métodos que determinaram os 

mesmos analitos. Somente os métodos de Cacho et al., 2012 e Zhang, Y. et al., 2016 

apresentaram o primeiro nível de concentração da faixa linear menor. Dessa forma, o método 

é adequado para a aplicação pretendida e apresenta vantagens frente a outros métodos 

reportadas na literatura.  

 

6.3.3 Análise de amostras de água de coco contidas em embalagens alimentícias 

 

O método proposto SHS-HLLME foi aplicado na análise de seis amostras de água de 

coco contidas em embalagem Tetra Pak
®

 adquiridas em supermercados da cidade de 

Florianópolis-SC, nomeadas A, B, C, D, E e F. Na Tabela 26 estão apresentados os resultados 

para as análises. 
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Tabela 26 – Análise de amostras de água de coco contidas em embalagens alimentícias. 

Analito 
Amostras de água de coco, concentrações encontradas em (µg L

-1
) 

A  B C D E F 

DMF - - - - - - 

DEF - - 0,66 <LOQ 1,60 2,06 

BZF - - <LOQ - - - 

4-OF <LOQ <LOQ <LOQ - - - 

4-NF <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ - - 

DBF - - 2,16 1,76 3,42 1,98 

BBF - - - - - - 

DNOF 1,17 <LOQ 3,37 - - - 
Fonte: Autoria própria (2019). 

 

É possível observar que foi encontrado DEF nas amostras C, E e F; DBF foi 

encontrado nas amostras C, D, E e F; e DNOF foi encontrado nas amostras A e C. BZF, 4-OF 

e 4-NF foram encontrados abaixo do LOQ em algumas amostras e DMF e BBF não foram 

encontrados nas amostras. Portanto, é possível observar que cinco amostras apresentaram ao 

menos um analito e que a amostra B apresentou três analitos em concentrações abaixo do 

LOQ do método. Dessa forma é possível concluir que esses analitos podem estar presentes em 

alimentos contidos em embalagens alimentícias. 

A presença desses analitos nas amostras indica uma contaminação que pode ser 

proveniente da migração dos analitos da embalagem para o alimento. Contudo, é importante 

destacar que a migração depende do tempo de armazenamento do alimento na embalagem e 

das condições de temperatura e de transporte em que a embalagem e o alimento foram 

submetidos, uma vez que esses fatores podem favorecer a migração. Apesar de a embalagem 

ser a fonte mais provável de contaminação, outras fontes devem ser levadas em consideração, 

que consistem em todas as etapas do processamento do alimento até chegar ao enchimento ou 

envase (Muncke, 2009). 

Assim, tendo em vista os prejuízos causados por esses analitos à saúde humana, é de 

extrema importância o desenvolvimento de métodos analíticos com LODs e LOQs adequados 

para a análise e o monitoramento destes compostos em alimentos. Também, esperam-se mais 

regulamentações para assegurar a segurança alimentar e que métodos mais rápidos e 

ambientalmente amigáveis sejam escolhidos como ferramenta para preencher a deficiência 

existente na área de segurança alimentar. 
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6.4 CONCLUSÕES PARCIAIS 

 

Nesse trabalho foi explorada pela primeira vez a utilização de um solvente com 

hidrofilicidade comutável como fase extratora alternativa para a extração de ésteres de ftalatos 

(DMF, DEF, DBF, BBF e DNOP), alquilfenóis (4-OF e 4-NF) e benzofenona em amostras de 

água de coco contidas em embalagens alimentícias. O método proposto SHS-HLLME 

apresentou vantagens como extrações rápidas (apenas 2 min), pequeno volume de fase 

extratora (apenas 100 µL de DMCHA) e uso de solvente menos tóxico como fase extratora 

alternativa aos solventes convencionalmente empregados em técnicas de extração. Isso 

enfatiza os aspectos de alto rendimento e ambientalmente amigáveis do método proposto. 

Além disso, o método apresentou LOQs satisfatórios variando de 0,5 a 5,0 µg L
-1

. A exatidão 

variou de 82 a 130% e as precisões intra e inter-dia foram menores que 18% para todos os 

analitos, estando esses valores de acordo com o guia de validação de métodos da AOAC. 

Ainda, foi constatado pelo teste de Youden que o método é robusto. Dessa forma, o método 

SHS-HLLME se mostrou adequado para a aplicação pretendida e uma alternativa aos 

métodos laboriosos e que empregam grandes volumes de solventes orgânicos tóxicos 

geralmente utilizados na análise de alimentos. Através da análise de seis amostras de água de 

coco e constatação da presença de no mínimo um analito em cinco amostras, reforçou-se a 

necessidade do monitoramento desses compostos em alimentos através do desenvolvimento 

de métodos adequados. Além disso, a partir de uma extensa pesquisa constatou-se a 

necessidade de criação de mais regulamentações na área de segurança alimentar.  

Com relação ao uso de SHSs como fases extratoras em microextração, pode-se 

concluir que ainda existe um amplo campo para ser explorado. Tanto com relação ao emprego 

de SHSs em diferentes técnicas de microextração, bem como para a análise de diferentes 

matrizes e analitos. Além disso, pode-se explorar a utilização de novos compostos com 

hidrofilicidade comutável e a automatização dos métodos desenvolvidos. 



119 
 

7 CONCLUSÃO FINAL E PERSPECTIVAS 

 

Novas fases extratoras são uma alternativa promissora para contornar problemas 

apresentados pelas fases comerciais e/ou comumente empregadas em técnicas de extração e 

microextração. O material Si3Py
+
Cl

-
 apresentou vantagens frente às fases comerciais para 

DPX, oferecendo uma alternativa para a extração de analitos contendo grupos que podem 

interagir através de ligação de hidrogênio e interações π-π com a fase extratora. Esse material 

também apresentou alta eficiência de extração, satisfatória estabilidade química frente aos 

solventes orgânicos empregados (MeOH e ACN), tempo de extração curto (3,50 min) e uso 

de pequenos volumes de solventes orgânicos. Os parâmetros analíticos de mérito do método 

DPX-Si3Py
+
Cl

-
 foram comparáveis a outras metodologias reportadas para os mesmos 

analitos. 

Com relação ao emprego de MILs como fase extratora, suas propriedades físico-

químicas incluindo hidrofobicidade, pressão de vapor negligenciável, estrutura química 

ajustável e facilidade de ser retirado da solução aquosa com o auxílio de uma barra magnética, 

demonstraram que os MILs são uma ferramenta atrativa e que podem ser explorados como 

solventes extratores para inúmeras técnicas de extração/microextração. Além disso, 

apresentaram uma alternativa aos solventes orgânicos clorados geralmente empregados na 

técnica de DLLME. Essa metodologia também permitiu que as extrações fossem realizadas 

em tempos curtos (90 s) sem a necessidade de uma etapa de centrifugação. Os parâmetros 

analíticos de mérito do método proposto DLLME/MIL foram satisfatórios. Além disso, o 

método DLLME/MIL associado ao HPLC-DAD foi aplicado pela primeira vez na análise de 

amostras complexas, nesse caso, amostras de urina humana, ampliando a aplicabilidade desse 

promissor solvente extrator. 

Com relação ao uso de SHSs como fases extratoras, esses foram aplicados na 

extração de possíveis contaminantes provenientes de embalagens alimentícias em água de 

coco. O método proposto SHS-HLLME apresentou vantagens sobre técnicas geralmente 

empregadas na análise de alimentos, com extrações rápidas (2 min), baixo custo, uso de 

pequeno volume de solvente extrator (100 µL) e uso de solvente menos tóxicos do que os 

solventes geralmente empregados em técnicas de extração para a análise de alimentos. Esses 

aspectos evidenciaram o desenvolvimento de um método mais ambientalmente amigável e de 

alto rendimento. Os parâmetros analíticos de mérito foram satisfatórios e o método proposto 

foi empregado para a análise de seis amostras de água de coco, sendo encontrado pelo menos 

um analito em cinco amostras. Isso demostra a necessidade de desenvolver métodos 
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adequados para a análise e monitoramento de contaminantes em alimentos visando a 

segurança alimentar. 

Diante do exposto, esse trabalho se destaca pela contribuição na área de química 

analítica e química analítica verde, uma vez que as fases extratoras alternativas 

proporcionaram o desenvolvimento de métodos mais ambientalmente amigáveis. Além da 

possibilidade de melhoramento da eficiência de extração utilizando fases com grupos 

funcionais e/ou polaridade ajustada para uma classe ou grupos de analitos. Nesse trabalho 

também foi demostrada as inúmeras possibilidades de aplicação de diferentes materiais como 

fases extratora alternativas, além da utilização em diferentes técnicas de microetração para a 

análise de diferentes classes de analitos em matrizes ambiental aquosa, biológica e 

alimentícia. 

Como perspectiva temos que diferentes materiais podem ser explorados como fases 

extratoras alternativas em técnicas de extração e microextração para contornar problemas 

apresentados por fases convencionais, buscando sempre o desenvolvimento de metodologias 

mais ambientalmente amigáveis. Além disso, as fases extratoras estudadas nesse trabalho 

podem ser empregadas em outras técnicas de microextração como a BAµE, a SDME, a TF-

SPME, a HF-LLME, dentre outras. Ainda, os métodos desenvolvidos podem ser aplicados 

para outras matrizes e analitos. Por fim, pode-se estudar a automatização dos métodos 

propostos, uma vez que esse assunto é uma tendência na área de preparo de amostras. 
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