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RESUMO 1 
 2 

Este trabalho descreve a aplicação de um método automatizado de extração em 3 
ponteira dispersiva paralela (Au-Pa-DPX) para a determinação de nove compostos 4 
orgânicos de diferentes classes (fármacos, pesticidas, conservantes e hormônios) em 5 
amostras de água de rio, com separação e detecção realizadas por HPLC-DAD. O 6 
preparo da amostra envolveu a otimização de parâmetros de extração e dessorção 7 
para garantir a detecção precisa dos analitos. A acetonitrila (ACN) foi utilizada como 8 
solvente de dessorção em três ciclos na mesma alíquota. Para evitar o efeito memória, 9 
quatro ciclos de limpeza com ACN foram realizados nas ponteiras de DPX. O pH foi 10 
ajustado para 8, com nove ciclos de extração em alíquotas distintas, sem adição de 11 
sal. Para o método Au-Pa-DPX, o coeficiente de determinação (R2) variou de 0,9984 12 
a 0,9998. Os limites de detecção (LODs) foram de 0,33 μg L-1 a 1,67 μg L-1, enquanto 13 
os limites de quantificação (LOQs) foram de 1,00 μg L-1 a 5,00 μg L-1. A precisão 14 
interdia e intradia variou de 6,85% a 18,35% e 0,96% a 9,50%, respectivamente. Os 15 
valores de recuperação relativa obtidos com o método proposto variaram de 89,88% 16 
a 125,56%. A soma das concentrações dos analitos nas amostras de água de rio 17 
variou de não detectado a 23,33 μg L-1. Além disso, quando comparado a outros 18 
métodos da literatura, mostrou-se uma alternativa mais verde, com alta frequência 19 
analítica (4,15 minutos por amostra, no preparo de amostra), baixo consumo de 20 
solventes e amostra, gerando menos resíduos e reduzindo os riscos à saúde do 21 
analista. Este estudo destaca a importância da análise multiclasse para o 22 
monitoramento ambiental abrangente. 23 
 24 

PALAVRAS-CHAVE: DPX, preparo de amostra, HPLC-DAD, automatização, 25 

contaminantes emergentes. 26 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

ABSTRACT 1 
 2 

This work describes the application of an automated parallel dispersive pipette 3 
extraction (Au-Pa-DPX) method for the determination of nine organic compounds 4 
across different classes, including pharmaceuticals, pesticides, preservatives, and 5 
hormones, in river water samples. The separation and detection of these compounds 6 
were performed using high performance liquid chromatography with diode array 7 
detector (HPLC-DAD). Sample preparation involved optimizing extraction and 8 
desorption parameters to ensure the accurate detection of analytes. Acetonitrile (ACN) 9 
was used as the desorption solvent in three cycles within the same aliquot. To prevent 10 
carry-over effects, four cleaning cycles with ACN were conducted on the DPX pipette 11 
tips. The pH was adjusted to 8, nine extraction cycles were performed with distinct 12 
aliquots, and no salt was added. For the Au-Pa-DPX method, the coefficient of 13 
determination (R2) ranged from 0.9984 to 0.9998. Limits of detection (LODs) ranged 14 
from 0.33 μg L-1 to 1.67 μg L-1, while limits of quantification (LOQs) ranged from 1.00 15 
μg L-1 to 5.00 μg L-1. Interday and intraday precisions ranged from 6.85% to 18.35% 16 
and 0.96% to 9.50%, respectively. The relative recovery values obtained with the 17 
proposed method ranged from 89.88% to 125.56%. The sum of the found 18 
concentrations of analytes in the river water samples ranged from undetected to 23.33 19 
μg L-1. Furthermore, when compared to other methods from the literature, it is an 20 
interesting green alternative for the determination of these analytes in water samples, 21 
with high throughput (4.15 min per sample, in sample preparation step), low 22 
consumption of solvents and samples, generating less waste and reducing health risks 23 
to the analyst. This study underscores the importance of multiclass analysis for 24 
comprehensive environmental monitoring. 25 
 26 
KEYWORDS: DPX, sample preparation, HPLC-DAD, automation, emerging 27 

contaminants. 28 
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1. INTRODUÇÃO 1 

 2 

Com a crescente urbanização e o acelerado aumento populacional, a 3 

contaminação dos recursos hídricos por compostos orgânicos tem se tornado uma 4 

questão de extrema preocupação. Isso ocorre não apenas pelos impactos diretos no 5 

meio ambiente, mas também devido aos riscos significativos que esses poluentes 6 

representam para a saúde humana. Dentre as substâncias de maior interesse 7 

destacam-se os chamados contaminantes emergentes (ECs, do inglês Emerging 8 

Contaminants). Estes compostos, que incluem fármacos, conservantes, hormônios e 9 

outras substâncias químicas, têm sido encontrados em águas de rios, lagos e até 10 

mesmo em águas subterrâneas, refletindo a crescente e contínua introdução desses 11 

contaminantes no ambiente. 12 

Os ECs representam um desafio para a comunidade científica e para os órgãos 13 

reguladores, pois apresentam potenciais riscos tóxicos, carcinogênicos e disruptores 14 

endócrinos. Além disso, muitos desses compostos ainda não são regulamentados 15 

pelas agências de controle ambiental e frequentemente estão ausentes dos 16 

programas convencionais de monitoramento. A falta de diretrizes específicas para a 17 

detecção e controle desses compostos reflete a complexidade envolvida em sua 18 

análise. Essa lacuna regulatória impulsiona a necessidade de pesquisas para o 19 

desenvolvimento de métodos analíticos sensíveis, seletivos e confiáveis que permitam 20 

a detecção e quantificação desses contaminantes em matrizes ambientais complexas. 21 

A contaminação por ECs e outros compostos orgânicos ocorre normalmente 22 

em níveis de traços nas águas superficiais, ou seja, na ordem de microgramas à 23 

nanogramas por litro. Além disso, a presença de diversos interferentes químicos e 24 

biológicos faz com que a água seja uma matriz complexa, que requer tratamentos 25 

específicos para isolar, identificar e quantificar os analitos. A fim de superar essas 26 

dificuldades, uma etapa essencial no processo analítico é o preparo de amostra, que 27 

visa minimizar os efeitos da matriz, isolar e pré-concentrar os analitos, e garantir que 28 

eles sejam compatíveis com as técnicas de detecção subsequentes, como a 29 

cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC, do inglês High Performance Liquid 30 

Chromatography). 31 

Neste contexto, a busca por metodologias analíticas mais verdes e 32 

sustentáveis, alinhadas aos princípios da Química Analítica Verde (GAC, do inglês 33 
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Green Analytical Chemistry), tem ganhado destaque. Técnicas de microextração, 1 

como a extração em ponteira dispersiva (DPX, do inglês Dispersive Pipette 2 

Extraction), têm se mostrado alternativas promissoras quando comparadas às 3 

técnicas tradicionais de extração. As metodologias miniaturizadas, como a DPX, 4 

oferecem diversas vantagens, incluindo maior frequência analítica, menor geração de 5 

resíduos, redução do consumo de solventes e amostra, maior simplicidade 6 

operacional e viabilidade de automatização, tornando-as especialmente atraentes 7 

para aplicações em larga escala no monitoramento ambiental. 8 

Diante desse cenário, o presente trabalho propõe a utilização da técnica de 9 

DPX para a extração de nove compostos orgânicos de diferentes classes, incluindo 10 

conservantes (metilparabeno, etilparabeno, propilparabeno e butilparabeno), 11 

fármacos (indometacina e naproxeno), hormônios (17α-etinilestradiol) e pesticidas 12 

(carbofurano e diuron) em amostras de água. Foi utilizado um dispositivo 13 

automatizado para extração em ponteira dispersiva paralela (Au-Pa-DPX, do inglês 14 

Automated Device for Parallel Dispersive Pippete Extraction) no preparo de amostra, 15 

permitindo a automatização do processo e aumento da frequência analítica. A técnica 16 

de DPX foi otimizada visando melhorar a seletividade e sensibilidade na extração 17 

desses compostos, com posterior análise e quantificação por HPLC com detector de 18 

arranjo de diodos (DAD, do inglês Diode Array Detection). Este estudo contribui para 19 

o avanço das técnicas analíticas aplicadas ao monitoramento ambiental, oferecendo 20 

uma solução inovadora e sustentável para a detecção e quantificação de 21 

contaminantes orgânicos em matrizes aquosas. 22 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 1 

 2 

2.1. Recursos Hídricos e Contaminantes 3 

Os recursos hídricos, juntamente ao ecossistema como um todo, estão cada 4 

vez mais sujeitos à contaminação devido ao intenso crescimento populacional e 5 

econômico, bem como às atividades antropogênicas que impactam na qualidade do 6 

ambiente aquático1,2. Isso ocorre por meio dos efluentes industriais e domésticos que 7 

são lançados de forma inadequada, além da falta de um sistema eficaz de tratamento 8 

de água 3,4. Essa situação gera grande preocupação com a disponibilidade e 9 

qualidade dos recursos hídricos, que são limitados e essenciais para a vida 3,5. A 10 

preservação da água é fundamental para o equilíbrio ambiental e para a sociedade4,5. 11 

Os corpos hídricos frequentemente estão contaminados por diversos 12 

compostos orgânicos, incluindo ECs. Esses contaminantes são introduzidos na 13 

natureza por fontes antrópicas, como efluentes domésticos e hospitalares, resíduos 14 

industriais e atividades agrícolas6–8. Eles podem representar riscos à saúde humana 15 

e ao meio ambiente, devido aos seus potenciais efeitos ecotoxicológicos, de 16 

bioacumulação e aos impactos nocivos aos organismos vivos6–9. 17 

Os ECs são compostos que têm chamado a atenção dos pesquisadores devido 18 

aos impactos na saúde humana e de outros seres vivos6. Eles não estão incluídos nos 19 

programas de monitoramento de rotina pela ausência de uma legislação específica, 20 

embora representem riscos ao ecossistema10,11. Entre esses contaminantes, 21 

destacam-se as classes dos fármacos, hormônios, produtos de higiene, poluentes 22 

orgânicos persistentes, subprodutos de processos de desinfecção de águas e 23 

conservantes7,9,10. Sua presença em sistemas aquáticos ocorre em concentrações 24 

extremamente baixas, na ordem de microgramas a nanogramas por litro, chamadas 25 

de níveis traço, o que torna a avaliação de risco ainda mais complexa, considerando 26 

que seus efeitos a longo prazo ainda não são completamente conhecidos1,6,11. 27 

 28 

2.2. Analitos e Suas Classes 29 

Para este trabalho, é abordado a presença de nove analitos de quatro 30 

diferentes classes em amostras de água superficiais. A Tabela 1 apresenta os analitos 31 

e algumas de suas características físico-químicas, juntamente com suas respectivas 32 

classificações. 33 
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Tabela 1: Estruturas químicas, propriedades físico-químicas e classificações dos 1 

analitos avaliados. 2 

Analitos Estrutura Química log Kow pKa Classificação 

Metilparabenoa 

OH

O

O
CH3

 

1,96 8,17 Conservante 

Etilparabenoa 

OH

O

O CH3

 

2,47 8,22 Conservante 

Propilparabenoa 

OH

O

O
CH3

 

3,04 8,35 Conservante 

Butilparabenoa 

OH

O

O CH3

 

3,57 8,37 Conservante 

Naproxenob 
OH

O

CH3

O
CH3

 

3,18 4,15 Fármaco 

Indometacinab 
N

O Cl

CH3

O

OHO
CH3

 

4,27 4,5 Fármaco 

17α-Etinilestradiolc 

OH

CH

CH3

HH

H

OH  

4,12 10,46 Hormônio 

Carbofuranod 
O

NH

CH3

O

CH3CH3

O

 

1,76 10,09 Pesticida 

Diurond 
Cl

Cl

NH

O

N

CH3

CH3

 

2,68 13,55 Pesticida 

Fonte: Autoria Própria (2024). Dados obtidos de: a(HAMAN et al., 2015)12, b(ABUHASSAN et al., 3 

2021)13, c(MERIB et al., 2018)14 e d(CORAZZA et al., 2019)15. 4 
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2.2.1. Conservantes 1 

Os conservantes estudados pertencem ao grupo dos parabenos, ésteres 2 

provenientes do ácido para-hidroxibenzóico, com substituintes alquílicos variando do 3 

metil ao butil, e uma estrutura que contém um fenol e um grupo éster ligado na posição 4 

para do anel aromático12. Esses compostos são usados como antimicrobianos e 5 

conservantes principalmente contra fungos, bolores e proliferação de leveduras12. 6 

Devido sua ampla eficiência e baixo custo, são empregados em uma variedade de 7 

produtos, incluindo produtos farmacêuticos, alimentos e bebidas, itens de cuidado 8 

pessoal e em combinação com outros conservantes12,15,16. 9 

O uso dos parabenos está associado a diversas complicações para a saúde 10 

humana, tais como a desregulação do sistema endócrino, redução da secreção de 11 

testosterona e função reprodutiva masculina, e ainda podem estar relacionados ao 12 

câncer de mama12,17. 13 

Esses parabenos são utilizados como conservantes desde 1920, mas os 14 

resultados de sua ocorrência em ambientes aquáticos só foram publicados em 15 

199612,18. Devido ao elevado consumo e descarte contínuo no meio ambiente, esses 16 

compostos podem ser considerados 'pseudo-persistentes'. Além disso, seu alto 17 

coeficiente de partição octanol-água (Kow) pode resultar em bioacumulação nos 18 

organismos19,20. A detecção desses compostos em amostras de águas superficiais, 19 

mesmo em baixas concentrações (μg L-1), pode estar associada aos efluentes 20 

urbanos, domésticos e industriais15,17. Além disso, a falta de regulamentação e 21 

monitoramento desses parabenos em águas de abastecimento público torna-os uma 22 

possível ameaça à saúde humana e ao meio ambiente.15,17,21. 23 

  24 

2.2.2. Fármacos 25 

Os fármacos incluem todo tipo de medicamento comercializado com ou sem 26 

prescrição médica, sendo utilizados para o tratamento ou prevenção de doenças na 27 

medicina humana ou de uso veterinário, e em suplementos alimentares6. Essas 28 

substâncias químicas biologicamente ativas são sintetizadas com a finalidade de 29 

produzir respostas biológicas no organismo alvo3. No entanto, muitas delas podem 30 

ser bioacumuladas, tornando-se fontes de contaminação quando liberadas no meio 31 

ambiente por efluentes industriais, hospitalares e domésticos, causando efeitos 32 

adversos tanto ao ecossistema quanto à saúde humana6,22,23. 33 
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Os fármacos, que incluem anti-inflamatórios, pertencem a uma das classes de 1 

ECs mais estudadas no mundo e a segunda mais estudada no Brasil6,24. Eles podem 2 

ser encontrados em matrizes ambientais com concentrações muito baixas na ordem 3 

de μg L-1 e ng L-1, devido ao uso extensivo pela população e seu despejo inadequado 4 

nos corpos hídricos25,26. Pela ausência de dados toxicológicos conclusivos que 5 

permitam o estabelecimento de VMPs na água de consumo, essas substâncias 6 

farmacêuticas não estão contempladas nos programas de controle e vigilância da 7 

qualidade de água no Brasil27. 8 

O descarte inadequado de fármacos no ambiente pode levar à contaminação 9 

dos recursos hídricos, além de contribuir para a resistência a medicamentos entre 10 

micro-organismos patogênicos, devido à exposição a baixas concentrações de 11 

fármacos ao longo do tempo3,26. 12 

 13 

2.2.3. Hormônios 14 

Hormônios são substâncias que atuam em células específicas ou em todo o 15 

organismo, ajudando a manter o equilíbrio interno e regulando várias funções do 16 

corpo, como o crescimento e o desenvolvimento28. Entre os hormônios, há as classes 17 

dos estrogênios naturais, dos estrogênios sintéticos e os xenoestrogênios6. Alguns 18 

desses compostos, conhecidos como interferentes ou disruptores endócrinos (EDs, 19 

do inglês Endocrine Disruptors), são definidos pela Agência de Proteção Ambiental 20 

dos Estados Unidos (EPA, do inglês Environmental Protection Agency) como agentes 21 

exógenos27. Eles interferem na síntese, secreção, transporte, ligação, ação ou 22 

eliminação de hormônios naturais, que são responsáveis pela manutenção, 23 

reprodução, desenvolvimento e comportamento dos organismos, mesmo em níveis 24 

traço27. Eles podem interferir em mecanismos regulados por hormônios, e provocam 25 

efeitos mesmo em baixas concentrações, causando reações adversas à saúde e aos 26 

organismos aquáticos29,30. 27 

O 17α-etinilestradiol, analito estudado nesse trabalho, é um exemplo de um 28 

estrogênio sintético e é utilizado como contraceptivo31,32. Os estrogênios sintéticos são 29 

esteroides que tiveram suas estruturas moleculares alteradas, e possuem alto 30 

potencial estrogênico, pois foram sintetizados com o objetivo de agir diretamente no 31 

sistema endócrino6,33. Alguns estudos concluíram que o 17α-etinilestradiol pode 32 

reduzir a fertilização de ovos de peixes em determinadas concentrações e causar 33 

danos ao sistema reprodutor de outras espécies, como peixes e sapos33–36. Além 34 
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disso, esse composto pode levar ao desequilíbrio das populações em diversos 1 

ambientes aquáticos e, no pior cenário, à extinção de espécies.34,35. 2 

A contaminação dos ambientes hídricos pelos EDs deve-se principalmente aos 3 

efluentes domésticos e industriais, pois esses compostos não são totalmente 4 

eliminados dos efluentes no processo de tratamento de esgoto28,34,37. Devido aos altos 5 

valores de Kow e à baixa solubilidade em água, esses contaminantes tendem a se 6 

aderir firmemente aos sedimentos e a bioacumularem em organismos aquáticos, 7 

contribuindo para a persistência desses no ambiente22,38. 8 

 9 

2.2.4. Pesticidas 10 

Os pesticidas são compostos largamente utilizados na agricultura ao redor do 11 

planeta, e entre suas principais funções estão a melhora da qualidade dos produtos e 12 

aumento da produtividade39,40. Os pesticidas, também chamados de agrotóxicos ou 13 

defensivos agrícolas, são a classe de compostos orgânicos mais estudada no Brasil, 14 

o que é justificável, tendo em vista que o país é o maior consumidor de tais 15 

substâncias no mundo6,41. Esses compostos são altamente tóxicos a longo prazo, de 16 

difícil degradação, persistentes, e podem ser biomagnificados ao longo da cadeia 17 

alimentar, causando diversos problemas à saúde humana42–45.  18 

Rios próximos a regiões com intensa atividade agrícola estão mais suscetíveis 19 

a serem contaminados com agrotóxicos, cujo uso inadequado pode acarretar danos 20 

ao ambiente e à saúde46. Quanto ao monitoramento dos pesticidas em recursos 21 

hídricos, o governo federal estabeleceu VMPs para pesticidas em água potável que 22 

estão na faixa de μg L-1, limites que podem ser obtidos por HPLC-DAD juntamente a 23 

um preparo de amostra eficiente, resultando em custos mais baixos se comparados a 24 

equipamentos mais robustos, como por cromatografia líquida de ultra-alta eficiência 25 

com espectrometria de massas em tandem (UHPLC-MS/MS, do inglês Ultra-High 26 

Performance Liquid Chromatography with Tandem Mass Spectrometry)47. 27 

No Brasil, a Portaria GM/MS nº 888/2148 estabelece valores máximos 28 

permitidos de 20 µg L-1 para o diuron e 7 µg L-1 para o carbofurano em água potável. 29 

A Diretiva de Água Potável da União Europeia 98/83/CE49 limita pesticidas individuais, 30 

incluindo diuron e carbofurano, a 0,1 µg L-1. Já a Diretiva-Quadro da Água 31 

2000/60/EC50 e a Diretiva 2008/105/EC51 estabelecem padrões de qualidade 32 

ambiental para o diuron em 0,2 µg L-1 (média anual) e 1,8 µg L-1 (máximo). Para o 33 

carbofurano, os limites são 0,1 µg L-1 (média anual) e 0,45 µg L-1 (máximo) em águas 34 
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superficiais. Nos Estados Unidos, a Lei da Água Potável Segura (SDWA)52 , sob 1 

regulamentação da EPA, define limites máximos de contaminação de 10 µg L-1 para 2 

o diuron e 40 µg L-1 para o carbofurano52. Essas regulamentações ajudam a garantir 3 

que os níveis de pesticidas na água permaneçam seguros, exigindo monitoramento e 4 

tratamento eficazes. 5 

 6 

2.3. Preparo de Amostra 7 

A etapa de preparo de amostra é essencial e determinante num procedimento 8 

analítico, sendo também a etapa que consome mais tempo em um laboratório, 9 

principalmente quando os analitos estão presentes em níveis traço em matrizes 10 

complexas53. Essa etapa é dependente das características da matriz e do analito, 11 

passando por otimizações, para que haja a garantia de uma análise química precisa 12 

e apropriada54,55. Entre as principais funções dessa etapa, compreendem-se a pré-13 

concentração dos analitos e a diminuição dos interferentes da matriz1,47. Desse modo, 14 

evita-se que os interferentes afetem a identificação e quantificação dos compostos de 15 

interesse1. Assim, ocorre a extração dos mesmos a partir da matriz da amostra, e a 16 

transferência para uma solução adequada que é compatível com a instrumentação 17 

analítica1,41,47,53. 18 

 Os métodos tradicionais de preparo de amostra (as chamadas técnicas 19 

clássicas), embora ainda muito utilizados em laboratórios de análise, são trabalhosos 20 

e exigem consumo elevado de energia e tempo53,56. Também demandam volumes 21 

consideráveis de solventes orgânicos, são de difícil automatização, apresentam alto 22 

custo, utilizam solventes tóxicos, o que pode comprometer a integridade do analista, 23 

e geram uma grande quantidade de resíduos1,53. Entre essas técnicas, podem-se 24 

destacar a extração líquido-líquido (LLE, do inglês Liquid-Liquid Extraction), a extração 25 

em fase sólida (SPE, do inglês Solid Phase Extraction) e a extração sólido-líquido 26 

(SLE, do inglês Solid-Liquid Extraction). 27 

 Como alternativa aos problemas e desvantagens das técnicas clássicas, 28 

surgiram as técnicas miniaturizadas. Inicialmente com Janusz Pawliszyn, em 1990, 29 

com a proposta da microextração em fase sólida (SPME, do inglês Solid Phase 30 

Microextraction), técnica pioneira na microextração e precursora para o 31 

desenvolvimento de outras técnicas miniaturizadas, e a partir de então, houve uma 32 

crescente utilização dessas técnicas modernas devido suas vantagens1,53,57,58. 33 

 34 
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2.3.1. Extração em Ponteira Dispersiva 1 

A extração em ponteira dispersiva (DPX), inicialmente e ainda atualmente 2 

chamada também de extração em ponteira descartável, foi desenvolvida em 2003 por 3 

Willian Brewer como uma modificação da técnica convencional de SPE enquanto 4 

trabalhava como toxicologista forense47,59. 5 

No dispositivo da DPX, utiliza-se uma ponteira de micropipeta, de 1 ou 5 mL, 6 

contendo em seu interior uma certa quantidade de fase extratora aprisionada e não 7 

compactada entre dois filtros59. O filtro inferior é fixo, proporcionando uma barreira 8 

permeável para a passagem dos fluídos na aspiração e dispersão da amostra59,60. O 9 

filtro superior tem a finalidade de prevenir contaminação impedindo a passagem de 10 

materiais para o interior da pipeta59,60. Entretanto, este filtro superior pode ser 11 

removido se necessário59,60. O princípio de funcionamento da técnica baseia-se no 12 

equilíbrio de sorção entre a amostra e o sorvente, pois a extração ocorre de acordo 13 

com a afinidade e interação entre os analitos com a fase extratora61–63.  Na dessorção 14 

ocorre a quebra dessas interações com o sorvente, fazendo com que os analitos 15 

sejam removidos da fase extratora e interajam com o solvente orgânico, tornando-se 16 

parte da solução59,61,64. 17 

No processo de extração, ocorrem as seguintes etapas: condicionamento das 18 

ponteiras, com o objetivo de ativar os sítios do sorvente e preparar a fase extratora 19 

para ficar com condição mais similar à amostra; aspiração da amostra e 20 

posteriormente de ar, com o objetivo de permitir uma mistura dinâmica entre a fase 21 

extratora e a amostra; o descarte da amostra; a aspiração do solvente de dessorção 22 

juntamente com ar, para promover a quebra das interações da fase extratora com os 23 

analitos, transferindo-os ao solvente; e descarte em um frasco, onde os analitos 24 

estarão armazenados para posterior análise cromatográfica47,59,64. 25 

A aspiração do ar no processo de extração promove a formação de bolhas, 26 

permitindo uma mistura dinâmica entre a amostra e a fase extratora59. Desse modo, 27 

a extração ocorre de forma mais rápida e efetiva pelo equilíbrio de sorção entre o 28 

sorvente e a amostra47,59. A Figura 1 demonstra como o processo ocorre. 29 

 30 
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Figura 1: Aspiração da amostra juntamente ao ar para a interação dos analitos com 1 

o sorvente. 2 

 3 

Fonte: Autoria Própria (2024). 4 

 5 

No procedimento de DPX, alguns parâmetros devem ser otimizados nas etapas 6 

em busca de um resultado mais confiável, reprodutível e correto59. Entre as condições 7 

a serem otimizadas pela técnica, os principais e que serão abordados no presente 8 

trabalho são: o solvente de dessorção; o número de ciclos de extração e dessorção; 9 

o pH da amostra; o efeito salting-out; e o número de ciclos de limpeza das ponteiras59. 10 

Essa última etapa tem como objetivo reduzir ou eliminar o efeito memória, permitindo 11 

a reutilização das ponteiras de DPX. Isso contribui para a redução de resíduos e segue 12 

os princípios da GAC, garantindo que não haja interferência de analitos extraídos em 13 

etapas anteriores59,65–68. 14 

A técnica de DPX apresenta diversas vantagens, pois é uma técnica simples e 15 

de fácil execução, eficiente, rápida, utiliza pequenas quantidades de solvente e 16 

amostra, e pouca quantidade em massa de material sorvente47,59,60,69. Além disso, 17 

apresentam baixo custo, boas recuperações, alta frequência analítica e possibilidade 18 

de automatização, vantagens que estão de acordo com os princípios da GAC47,60,69,70. 19 

 20 

 21 
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2.4. Automatização na Química Analítica 1 

A Química Analítica, por lidar com diversos instrumentos de análise, se 2 

beneficia grandemente com os avanços tecnológicos computacionais e eletrônicos, 3 

tanto da academia quanto da indústria68,71. O uso de equipamentos mecanizados e 4 

automatizados na análise química oferece várias vantagens, como o aumento da 5 

frequência analítica, maior reprodutibilidade, redução de erros, economia de tempo, 6 

redução de resíduos gerados e reagentes consumidos, de acordo ao sétimo princípio 7 

da GAC67,70,72,73. Além disso, ajuda a evitar tarefas tediosas e preserva a integridade 8 

do analista, sendo mais seguro, atendendo também ao décimo segundo princípio da 9 

GAC, pois reduz a exposição a reagentes e solventes, diminuindo o risco à saúde do 10 

analista67,70–72. 11 

Este trabalho, portanto, visa a utilização do dispositivo automatizado Au-Pa-12 

DPX desenvolvido por Ricardo Dagnoni Huelsmann68,71, membro do grupo de 13 

pesquisa, para a realização do preparo de amostras na extração de diversos 14 

contaminantes orgânicos de diferentes classes. A aplicação deste sistema promete 15 

não apenas aumentar a eficiência e a segurança do processo, mas também contribuir 16 

para a sustentabilidade das práticas analíticas, alinhando-se aos princípios da GAC e 17 

às necessidades contemporâneas de monitoramento ambiental. 18 
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3. OBJETIVOS 1 

 2 

3.1. Objetivo Geral 3 

Este trabalho teve como objetivo desenvolver uma metodologia para a 4 

determinação de nove analitos classificados como contaminantes em amostras de 5 

água, utilizando o método Au-Pa-DPX, com posterior quantificação por HPLC-DAD. 6 

 7 

3.2. Objetivos Específicos 8 

• Realizar a otimização dos parâmetros da técnica de DPX, sendo eles: solvente de 9 

dessorção, ciclos de dessorção e extração, ciclos de limpeza das ponteiras, pH e 10 

efeito salting-out; 11 

 12 

• Avaliar e determinar os parâmetros analíticos de mérito, tais como o limite de 13 

detecção (LOD), limite de quantificação (LOQ), precisão intradia e interdia, 14 

exatidão, e coeficiente de determinação (R2); 15 

 16 

• Aplicar o método em amostras reais; 17 

 18 

• Avaliar a sustentabilidade do método através do software AGREEprep. 19 
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4. METODOLOGIA 1 

 2 

4.1. Materiais e Reagentes 3 

A solução estoque utilizada foi composta por uma mistura dos padrões dos 4 

nove analitos (metilparabeno, etilparabeno, carbofurano, propilparabeno, diuron, 5 

naproxeno, 17α-etinilestradiol, butilparabeno e indometacina) cuja concentração final 6 

foi de 50 mg L-1, preparada em metanol. Os solventes utilizados foram: metanol 7 

(MeOH), acetonitrila (ACN) e etanol (EtOH), fornecidos pela Merck (Rio de Janeiro, 8 

BR), J.T. 8 Baker (Center Valley, EUA) e Merck (Rio de Janeiro, BR), respectivamente. 9 

Como fase extratora para a ponteira da DPX foi utilizado a fase reversa comercial 10 

(RP), de estireno-divinilbenzeno, com 20 mg para cada ponteira de DPX. A ponteira 11 

de DPX utilizada no trabalho possui volume de 5 mL. Para os ajustes de pH, foram 12 

utilizadas soluções de HCl e NaOH na concentração de 0,1 mol L-1. A água ultrapura 13 

foi produzida pelo sistema de purificação Mega Purity (Billerica, MA, EUA), com 14 

resistividade de 18,3 MΩ cm. 15 

Foi utilizada água ultrapura para a realização das curvas de calibração a 16 

solução dos analitos nas concentrações de 1, 5, 7,5, 10, 15, 20, 25, 50, 75, 100, 150, 17 

200, 300 µg L-1. 18 

 19 

4.1.1. Coleta das Amostras 20 

As amostras de água foram coletadas em Florianópolis (Santa Catarina, Brasil), 21 

nos seguintes locais e coordenadas: (1) -27.610779, -48.506376: água de um rio 22 

próximo à cachoeira, na Trilha do Poção, no Córrego Grande, parte de uma reserva 23 

ambiental; (2) -27.5985691, -48.5235298: amostra de água de torneira coletada em 24 

um laboratório da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC); (3) -27.598143, -25 

48.522863: água do córrego próximo ao Centro de Ciências Jurídicas da UFSC; (4) -26 

27.600089, -48.522587: água do córrego abaixo da ponte próxima ao Espaço Físico 27 

Integrado (EFI) da UFSC; (5) -27.589112, -48.503357: água do Rio Itacorubi, no bairro 28 

Santa Mônica; (6) -27.606194, -48.520131: água do córrego atrás do Restaurante 29 

Universitário, perto das Quadras de Esporte e Piscinas da UFSC; (7) -27.590034, -30 

48.515841: água do córrego em frente ao Shopping Villa Romana. Todas as amostras 31 

foram coletadas em frascos âmbar, em apenas um ponto de cada local, e 32 

armazenadas na geladeira após ajuste de pH para 8, sem necessidade de filtração. 33 
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Figura 2: Mapa de coleta das amostras. 1 

 2 

Fonte: Google Maps (2024). 3 

 4 

4.2. Instrumentação 5 

Para o preparo de amostras e também as respectivas otimizações através da 6 

técnica de DPX, foi utilizado um dispositivo automatizado (Au-Pa-DPX), conectado a 7 

um monitor, de forma a passar informações através do código (escrito em linguagem 8 

C++) para o equipamento, controlado por Arduíno. 9 

 10 

Figura 3: Dispositivo automatizado (Au-Pa-DPX) utilizado no trabalho. 11 

 12 

Fonte: Huelsmann, Ricardo Dagnoni (2023)71. 13 

 14 
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Para a quantificação dos analitos, foi utilizado um cromatógrafo líquido LC 20AT 1 

(fabricado pela Shimadzu, Kyoto, Japão) com detector de arranjo de diodos (modelo 2 

SPD-M20A Series), com injetor manual Rheodyne 7725i (Rohnert Park, CA, EUA) cujo 3 

loop de injeção é de 20 µL. 4 

A separação cromatográfica utilizada foi feita em fase reversa através da 5 

utilização de uma coluna cromatográfica com as seguintes especificações: 6 

Phenomenex Hyperclone C18 (250 mm x 4,6 mm i.d. x 5,0 μm, Torrance, CA, EUA). 7 

Os compostos de interesse foram monitorados em 6 diferentes comprimentos 8 

de onda: 230, 240, 250, 255, 275 e 280 nm, conforme a Tabela 2. Os comprimentos 9 

de onda foram escolhidos com base em dois critérios principais. O primeiro foi 10 

maximizar a absorção dos analitos, selecionando os λ máximos, onde os analitos 11 

apresentam a maior absorção, o que garante uma detecção sensível. O segundo 12 

critério foi evitar interferentes, optando por comprimentos de onda nos quais não há 13 

sobreposição de picos que poderiam comprometer a precisão da análise. 14 

 15 

Tabela 2: Monitoramento dos analitos por HPLC-DAD. 16 

Analitos Tempo de Retenção (min) Comprimento de Onda (nm) 

Metilparabeno 4,78 255 

Etilparabeno 6,46 255 

Carbofurano 7,58 275 

Propilparabeno 9,72 255 

Diuron 10,94 250 

Naproxeno 11,94 230 

17α-Etinilestradiol 13,85 280 

Butilparabeno 14,56 255 

Indometacina 19,20 240 

Fonte: Autoria Própria (2024). 17 

 18 

 19 

 20 
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Como fase móvel, foi utilizado o modo gradiente, com os solventes ACN (A) e 1 

água acidificada (B), preparada com 99,9% de água ultrapura e 0,1% de ácido fórmico, 2 

com um fluxo cromatográfico de 1,0 mL min-1. O método utilizado no programa de 3 

eluição está apresentado na Tabela 3. 4 

 5 

Tabela 3: Programa de eluição por gradiente. 6 

Tempo (min) % ACN % Água Acidificada 

0,01 - 5 40 60 

5 - 20 40 → 65 60 → 35 

Fonte: Autoria Própria (2024). 7 

 8 

4.3. Otimização dos Parâmetros da DPX 9 

4.3.1. Otimização do Solvente de Dessorção 10 

A avaliação do solvente de dessorção foi realizada através de um planejamento 11 

multivariado simplex-centróide, em que o software Statsoft Statistica ® foi utilizado, na 12 

qual os solventes ACN, MeOH e EtOH foram avaliados. Foi avaliada a eficácia desses 13 

solventes, em suas formas puras e em misturas binárias e ternárias, realizando-se 14 

uma triplicata do ponto central, ponto em que os solventes estão na mesma proporção, 15 

conforme a Tabela 4. Para cada ciclo de extração, foram utilizados 1,5 mL da solução 16 

contendo a mistura dos analitos, preparada em uma concentração de 300 µg L-1. Para 17 

a etapa de dessorção, os poços foram preenchidos com 200 µL dos solventes. 18 

 No software Statsoft Statistica®, a média geométrica das áreas dos picos 19 

cromatográficos dos analitos em cada experimento foi utilizada como resposta para a 20 

criação da superfície de resposta, por meio da plotagem dos dados e análise 21 

estatística ANOVA. A partir disso, foi selecionado o solvente com melhor resposta 22 

para posterior utilização nos experimentos seguintes. 23 

 24 

 25 

 26 

 27 

 28 

 29 

 30 
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Tabela 4: Planejamento simplex-centróide usado na otimização do solvente de 1 

dessorção. 2 

Experimento ACN MeOH EtOH 

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, 8 e 9 33,3% 33,3% 33,3% 

10 66% 17% 17% 

11 17% 66% 17% 

12 17% 17% 66% 

Fonte: Autoria Própria (2024). 3 

 4 

4.3.2. Otimização dos Ciclos de Dessorção 5 

Para a otimização do número de ciclos de dessorção, os experimentos foram 6 

realizados em triplicata, variando de 1 a 7 ciclos de dessorção, com o objetivo de 7 

selecionar a menor quantidade de ciclos que proporcionasse a maior resposta dos 8 

analitos, comprovando a eficiência do solvente de dessorção. 9 

Foram utilizados 1,5 mL da solução estoque contendo a mistura dos analitos 10 

em uma concentração de 300 µg L-1 para cada extração, enquanto os poços de 11 

dessorção foram preenchidos com 200 µL do solvente para dessorção. 12 

No software Microsoft Excel®, os dados das análises dos ciclos foram 13 

processados com base na média geométrica das áreas dos picos cromatográficos dos 14 

analitos, sendo submetidos à análise estatística ANOVA e ao teste de Tukey. Em 15 

seguida, foi elaborado um gráfico de barras em Python para facilitar a visualização 16 

dos resultados. 17 

 18 

4.3.3. Otimização dos Ciclos de Limpeza das Ponteiras 19 

A etapa de otimização da limpeza das ponteiras visa evitar o efeito memória, 20 

que pode interferir nos resultados das análises. Como as ponteiras foram reutilizadas, 21 

foi proposto um estudo das lavagens com o solvente de dessorção para eliminar os 22 
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analitos da fase extratora. A quantidade de ciclos de limpeza foi avaliada com 1, 2, 3, 1 

4, 5, 6 e 10 ciclos, buscando não ter sinal dos analitos para garantir a limpeza 2 

completa. Cada ciclo de limpeza utiliza uma nova alíquota do solvente de dessorção 3 

para garantir que o analito não estará interagindo novamente com a fase extratora. 4 

 5 

4.3.4. Otimização do pH 6 

 Devido a presença de grupos funcionais nas estruturas químicas dos analitos 7 

foi realizado um estudo de otimização do pH em busca de uma maior resposta na 8 

análise. A mistura dos analitos foi adicionada em diferentes condições de pH, tais 9 

como 2, 4, 6, 8 e 10. Os experimentos foram realizados em triplicata para análise e 10 

seleção da melhor condição com auxílio do Microsoft Excel ® e Python. Os resultados 11 

foram submetidos à análise estatística ANOVA e ao teste de Tukey. 12 

 13 

4.3.5. Otimização dos Ciclos de Extração e do Efeito Salting-Out 14 

Para otimizar os ciclos de extração e o efeito salting-out, foi realizado um 15 

planejamento multivariado Doehlert, com o objetivo de avaliar a influência dos ciclos 16 

de extração e do efeito salting-out simultaneamente. Nove experimentos foram 17 

realizados, variando o número de ciclos de extração (1, 3, 5, 7 e 9) e a porcentagem 18 

de sal (0, 7,5% e 15%). O sal utilizado para o estudo do efeito salting-out foi o cloreto 19 

de sódio (NaCl). As médias geométricas das áreas dos picos cromatográficos foram 20 

usadas para construir a superfície de resposta e selecionar a condição ideal. 21 

 22 

Tabela 5: Planejamento Doehlert utilizado na otimização dos ciclos de extração e 23 

efeito salting-out. 24 

Experimento Ciclos de Extração Sal 

1 1 7,50% 

2 3 0 

3 3 15% 

4, 5 e 6 5 7,50% 

7 7 0 

8 7 15% 

9 9 7,50% 

Fonte: Autoria Própria (2024). 25 
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4.4. Parâmetros Analíticos de Mérito 1 

Foram construídas curvas de calibração para cada analito em 8 níveis de 2 

concentração, realizadas em triplicata com água ultrapura. A partir dessas curvas, 3 

foram obtidos os parâmetros analíticos de mérito, incluindo o LOQ, o LOD, a faixa 4 

linear de trabalho, o coeficiente de determinação (R2), além da precisão e exatidão. 5 

A precisão do método foi avaliada de duas formas: intradia, com valores do 6 

desvio padrão relativo em triplicata no mesmo dia (n=3), e interdia, com aplicação do 7 

método em três dias consecutivos (n=9), comparando três níveis de concentração. A 8 

exatidão foi verificada por ensaios de recuperação relativa com amostras de água da 9 

torneira e de um rio de referência, fortificadas com três níveis de concentração dentro 10 

da faixa linear de trabalho. 11 

 12 

4.5. Segurança no Laboratório e Tratamento dos Resíduos Gerados 13 

Todas as medidas de segurança necessárias foram tomadas durante a 14 

realização dos experimentos. Foi adotado o uso de jaleco de algodão, calça jeans, 15 

sapato fechado, luvas e óculos, além do uso da capela quando necessário, para 16 

preservar não apenas a segurança do laboratorista, mas também aos membros do 17 

laboratório e ao ambiente de trabalho no geral. 18 

Quanto aos resíduos gerados, tanto durante o preparo de amostras quando na 19 

quantificação e análise no HPLC, estes foram armazenados e encaminhados para a 20 

empresa responsável pelo tratamento de resíduos da Universidade Federal de Santa 21 

Catarina. 22 

 23 

 24 

 25 

 26 

 27 

 28 

 29 

 30 

 31 

 32 

 33 

 34 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 1 

 2 

5.1. Otimizações dos Parâmetros da DPX 3 

5.1.1. Otimização do Solvente de Dessorção 4 

A seleção do solvente de dessorção foi a primeira etapa avaliada, utilizando um 5 

planejamento simplex-centróide com pontos centrais em triplicata para EtOH, MeOH 6 

e ACN. Esta etapa de otimização é essencial para garantir a completa dessorção dos 7 

analitos da fase extratora, além de evitar o efeito memória. Os experimentos 8 

envolveram 7 ciclos de extração com novas alíquotas de 1,5 mL da amostra para cada 9 

ciclo e 7 ciclos de dessorção utilizando a mesma alíquota do solvente de dessorção. 10 

Com base nos resultados dos 12 experimentos, foi construído uma superfície de 11 

resposta usando o modelo quadrático, com a média geométrica das áreas dos picos 12 

cromatográficos dos analitos de cada experimento, conforme mostrado na Figura 4. À 13 

medida que a proporção de ACN aumentava, a eficiência do solvente de dessorção 14 

também aumentava. A superfície de resposta (R2 = 0,996) mostra uma região máxima 15 

em 100% de ACN. Testes estatísticos podem ser encontrados no Apêndice A. 16 

 17 

Figura 4: Superfície de resposta da otimização do solvente de dessorção 18 

(R2=0,996). 19 

 20 

Fonte: Autoria Própria (2024). 21 
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Com base nos resultados, a ACN foi selecionada como o solvente de dessorção 1 

otimizado. A ACN tem a capacidade de romper eficientemente as interações entre os 2 

analitos e a fase extratora74. Sua polaridade moderada permite interações com 3 

analitos polares e apolares, facilitando a dessorção dos compostos. Além disso, a fase 4 

de extração utilizada, estireno-divinilbenzeno, é apolar e interage com os analitos 5 

principalmente através de interações π-π e interações hidrofóbicas47. A ACN interage 6 

de forma mais forte com os analitos em comparação com os outros solventes testados, 7 

sua polaridade se alinha de forma mais próxima com a da fase extratora, resultando 8 

em uma interação mais forte com o solvente em comparação com os outros solventes, 9 

melhorando a eficiência do processo de extração e garantindo compatibilidade com a 10 

instrumentação analítica1,74. 11 

 12 

5.1.2. Otimização dos Ciclos de Dessorção 13 

A otimização do número de ciclos de dessorção foi realizada utilizando um 14 

planejamento univariado. As respostas de 1 a 7 ciclos de dessorção foram avaliadas. 15 

A Figura 5 compara os valores obtidos nos experimentos conduzidos em triplicata para 16 

as áreas dos picos normalizadas em cada número de ciclos de dessorção. 17 

 18 

Figura 5: Comparação das respostas obtidas entre os números de ciclos de 19 

dessorção. 20 

 21 

Fonte: Autoria Própria (2024). 22 
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Com base nos resultados obtidos, a condição escolhida foi 3 ciclos de 1 

dessorção, pois apresentou a maior resposta. De acordo com o teste estatístico 2 

ANOVA, pode-se perceber que há diferença significativa entre as médias para um 3 

intervalo de 95% de confiança, o que é observado através do Fcalculado (8,836) > Fcrítico 4 

(2,848). Mais informações a respeito dos testes estatísticos podem ser encontradas 5 

no Apêndice B. Observa-se que o número ideal de ciclos tende a ser múltiplo de 3, o 6 

que indica que, além desse ponto, os analitos podem voltar a interagir com a fase 7 

extratora. Assim, três ciclos de dessorção foram selecionados como uma condição 8 

compromisso e para garantir uma maior frequência analítica. 9 

 10 

5.1.3. Otimização dos Ciclos de Limpeza das Ponteiras 11 

Uma etapa de limpeza foi planejada para determinar o número de ciclos 12 

necessários para prevenir o efeito memória das extrações anteriores e garantir a 13 

reutilização das ponteiras, alinhando-se com outro princípio da GAC66–68. Os ciclos de 14 

limpeza variaram de 1 a 10, utilizando ACN como solvente de limpeza. Cada novo 15 

ciclo utilizou 200 μL de ACN. 16 

As alíquotas foram analisadas utilizando HPLC-DAD para avaliar a redução na 17 

resposta. A média geométrica das áreas dos picos cromatográficos dos analitos foi 18 

calculada, e os resultados são apresentados na Figura 6. Observou-se uma 19 

diminuição significativa nas áreas dos picos após o terceiro ciclo de limpeza, e após 20 

quatro ciclos, a fase extratora estava limpa. Assim, 4 ciclos de limpeza foram utilizados 21 

nos procedimentos subsequentes. É importante destacar que a limpeza das ponteiras 22 

foi realizada imediatamente após o procedimento de extração para evitar que os 23 

analitos ficassem impregnados na fase extratora. 24 

A fase extratora de estireno-divinilbenzeno utilizada neste estudo já havia sido 25 

empregada em um trabalho anterior68 e apresentou excelente desempenho. No 26 

presente trabalho, a mesma fase extratora presente nas ponteiras foi reutilizada 27 

diversas vezes (15 vezes a mesma ponteira) após as limpezas, sem perda de 28 

eficiência. Isso demonstra a durabilidade da fase extratora, bem como sua viabilidade 29 

para reutilização, contribuindo para a sustentabilidade do método.  30 
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Figura 6: Comparação das respostas obtidas entre os números de ciclos de limpeza 1 

das ponteiras. 2 

 3 

Fonte: Autoria Própria (2024). 4 

 5 

5.1.4. Otimização do pH 6 

Um planejamento de otimização de pH foi implementado devido à presença de 7 

grupos ionizáveis nos analitos. A condição ideal de pH está intimamente relacionada 8 

às estruturas químicas e aos valores de pKa dos analitos1. Portanto, experimentos 9 

univariados foram conduzidos em valores de pH de 2, 4, 6, 8 e 10. 10 

Em pH 8, a maioria dos analitos (exceto a indometacina e o naproxeno) estarão 11 

neutros, enquanto os fármacos estarão na forma desprotonada. Na realização da 12 

ANOVA, foi observado que para a média geométrica Fcalculado (12,887) > Fcrítico (3,478) 13 

há diferença significativa dos pHs em um intervalo de confiança de 95%. Quando 14 

observado o teste de Tukey, é possível concluir que apenas o pH 2 difere 15 

significativamente dos outros grupos de pH, enquanto que os pHs 4, 6, 8 e 10 são 16 

estatisticamente semelhantes. Quando observado para a indometacina Fcalculado 17 

(80,68) > Fcrítico (3,478) e para o naproxeno Fcalculado (24,32) > Fcrítico (3,478) observa-18 

se diferença significativa das médias em um intervalo de confiança de 95%. As 19 

extrações em pH 8 para a indometacina e para o naproxeno foram significativamente 20 

melhores quando comparados às extrações em pH 4, condição em que esses analitos 21 

estariam na forma protonada, e consequentemente, não ionizada, o que pode ser 22 

verificado através do teste de Tukey para estes analitos. Embora fosse esperado que 23 
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eles interagissem melhor com a fase extratora quando neutros, também ocorrem 1 

interações π-π em suas formas ionizadas, o que faz com que a extração deles seja 2 

favorecida. Para os outros analitos, não há diferença significativa quando comparados 3 

em pH 4 e pH 8, mesmo que para alguns a extração máxima tenha ocorrido em pH 4. 4 

Mais informações dos testes estatísticos podem ser encontradas no Apêndice C. Os 5 

resultados individuais estão apresentados na Figura 7. 6 

 7 

Figura 7: Comparação das respostas obtidas individualmente para cada analito em 8 

diferentes pHs. 9 

 10 

Fonte: Autoria Própria (2024). 11 

 12 

Os resultados em termos da média geométrica das áreas dos picos 13 

cromatográficos dos analitos, apresentados na Figura 8, indicaram que o pH 8 14 

proporcionou uma condição equilibrada que melhorou a resposta geral para todos os 15 

analitos. Portanto, o pH 8 foi selecionado, pois ofereceu uma condição compromisso 16 

que otimizou o desempenho para todos os analitos. 17 

 18 
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Figura 8: Comparação das respostas obtidas com os diferentes pHs para a média 1 

geométrica das áreas normalizadas dos analitos. 2 

 3 

Fonte: Autoria Própria (2024). 4 

 5 

5.1.5. Otimização dos Ciclos de Extração e Efeito Salting-Out 6 

Um planejamento Doehlert multivariado foi realizado para avaliar 7 

simultaneamente o número de ciclos de extração e o efeito salting-out. O uso de novas 8 

amostras em cada ciclo de extração aumenta a disponibilidade de analitos para 9 

interagir com a fase extratora59. O efeito salting-out envolve a adição de sal à solução 10 

para diminuir a solubilidade de compostos orgânicos na fase aquosa, promovendo 11 

assim sua transferência para a fase extratora47,75. Esse efeito é observado 12 

principalmente em compostos de polaridade média a alta47. Neste estudo, foram 13 

avaliados 1, 3, 5, 7 e 9 ciclos de extração, juntamente com concentrações de sal 14 

(NaCl) de 0, 7,5% e 15%. 15 

A Figura 9 apresenta os resultados do planejamento Doehlert. Observou-se que 16 

as respostas das áreas dos picos cromatográficos aumentaram com o número de 17 

ciclos de extração, devido à introdução de uma nova alíquota de amostra em cada 18 

ciclo. Além disso, foi notado que a eficiência de extração foi maior na ausência de sal 19 

adicionado. Para a técnica de extração DPX, o aumento da concentração de sal 20 
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também pode aumentar a viscosidade da amostra, o que pode dificultar o processo 1 

de dispersão, resultando em uma eficiência de extração menor em comparação com 2 

a não adição de sal76. Testes estatísticos podem ser verificados no Apêndice D. No 3 

presente trabalho, 9 ciclos de extração foram selecionados, juntamente com a não 4 

adição de sal. 5 

 6 

Figura 9: Planejamento Doehlert para o número de ciclos de extração e a 7 

porcentagem de sal. 8 

 9 

Fonte: Autoria Própria (2024). 10 

 11 

5.2. Preparo da Amostra 12 

Antes do procedimento de extração, o pH da amostra de água foi ajustado para 13 

8,0 utilizando soluções de HCl e NaOH na concentração de 0,1 mol L-1. Em seguida, 14 

a pipeta comercial DPX-RP de 5 mL foi condicionada utilizando 2 ciclos de 15 

aspiração/dispensação de uma solução de MeOH/ACN na proporção 1:1, seguidos 16 

por 1 ciclo de aspiração/dispensação de água ultrapura, com 500 µL para cada ciclo 17 

de condicionamento. 18 
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Para o procedimento de extração propriamente dito, foram realizados 9 ciclos 1 

de aspiração/dispensação de 1,5 mL de amostra cada (totalizando 13,5 mL de 2 

amostra processada). Após a extração, foram aplicados 3 ciclos de 200 µL de 3 

acetonitrila (ACN) como solvente de dessorção, garantindo a transferência eficiente 4 

dos analitos para o solvente. Posteriormente, 20 µL deste extrato foram injetados no 5 

HPLC-DAD para a análise e quantificação dos compostos. Para assegurar a 6 

reutilização da fase extratora DPX-RP, foi implementado um procedimento de limpeza. 7 

Esse processo consistiu em 4 ciclos com 200 µL de ACN, utilizando novas alíquotas 8 

a cada ciclo, visando eliminar quaisquer resíduos de analitos e garantir a integridade 9 

e a eficiência da fase extratora para usos subsequentes. 10 

 11 

5.3. Parâmetros Analíticos de Mérito 12 

Após finalizar todos os procedimentos de otimização, foram obtidas curvas de 13 

calibração em água ultrapura. Os parâmetros analíticos de mérito estão apresentados 14 

na Tabela 6. Os coeficientes de determinação (R2) obtidos foram todos superiores a 15 

0,9984, indicando uma excelente correlação linear. O limite de quantificação (LOQ) foi 16 

definido como o menor ponto da curva de calibração medido com precisão, ou seja, 17 

com RSD < 20%. Já o limite de detecção (LOD) foi definido como o LOQ/3. Os LODs 18 

alcançados foram de 0,33 μg L-1 e 1,67 µg L-1, e, de forma semelhante, os LOQs foram 19 

de 1 μg L-1 e 5 µg L-1. A faixa linear de trabalho variou de 1 μg L-1 a 300 μg L-1 e de 5 20 

µg L-1 a 300 μg L-1. 21 

 22 

 23 

 24 

 25 

 26 

 27 

 28 

 29 

 30 

 31 

 32 

 33 
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Tabela 6: Parâmetros analíticos de mérito. 1 

Analito 
LOD LOQ  

Faixa Linear 

de Trabalho Equação Linear R2 

Concentração (µg L-1) 

EE2 1,67 5 5-300 y = 222,74x + 44,30 0,9984 

CF 1,67 5  5-300 y = 469,66x + 11,33 0,9995 

MP 0,303 1 1-300 y = 4548,62x + 1587,37 0,9988 

EtP 0,303 1 1-300 y = 2688,36x + 1048,66 0,9995 

PrP 0,303 1 1-300 y = 4575,47x + 1778,54 0,9992 

BP 0,303 1 1-300 y = 3432,03x + 1119,83 0,9995 

DIU 0,303 1 1-300 y = 2217,59x + 394,16 0,9998 

IND 0,303 1 1-300 y = 2521,75x + 76,50 0,9996 

NAP 0,303 1 1-300 y = 23375,60x + 8114,29 0,9997 

Fonte: Autoria Própria (2024). 2 

 3 

Os resultados de precisão intradia e interdia mostraram que o método é 4 

adequado. Os resultados são apresentados na Tabela 7. A variação do desvio padrão 5 

relativo (RSD) na precisão intradia (n = 3) foi de: 0,96% a 9,5% em 10,0 μg L-1; de 6 

1,62% a 5,92% em 150 μg L-1; e de 4,68% a 6,41% em 300 μg L-1. De acordo com a 7 

AOAC77, para 10 ppb (10,0 μg L-1), os valores de RSD devem ser de no máximo 21%, 8 

e para 100 ppb (100 μg L-1), os valores de RSD devem ser de no máximo 15%. 9 

Portanto, todos os valores obtidos para a precisão intradia são considerados 10 

adequados segundo as diretrizes da AOAC77. 11 

Para a precisão interdia (n = 9), os valores de RSD variaram de: 6,85% a 12 

13,93% em 10,0 μg L-1; de 8,83% a 18,35% em 150 μg L-1; e de 10,30% a 17,16% em 13 

300 μg L-1. Embora alguns resultados estejam acima da faixa aceitável na precisão 14 

interdia, as diferenças entre os valores divergentes e os valores aceitáveis são 15 

pequenas, de modo que podem ser considerados adequados, tornando o método 16 

apropriado para uso. 17 

 18 

 19 

 20 
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Tabela 7: Precisão intradia e interdia. 1 

Analito 

Precisão Intradia (n = 3) em % Precisão Interdia (n = 9) em % 

Concentração (µg L-1) 

10 150 300 10 150 300 

EE2 7,19 5,92 5,67 13,93 8,83 13,02 

CF 9,50 2,25 6,13 7,91 12,07 12,11 

MP 0,96 1,72 5,95 7,71 13,25 12,45 

EtP 3,39 1,62 5,72 7,39 11,58 12,10 

PrP 3,03 2,08 5,90 7,34 10,08 11,54 

BP 5,08 2,38 6,10 8,28 9,06 11,93 

DIU 5,03 2,65 5,88 9,13 9,18 10,30 

IND 3,11 3,44 6,41 6,85 11,64 10,83 

NAP 3,77 3,87 4,68 8,49 18,35 17,16 

Fonte: Autoria Própria (2024). 2 

 3 

A exatidão foi avaliada por meio da recuperação relativa em três diferentes 4 

concentrações e com duas fontes distintas de água: (1) -27.610779, -48.506376: água 5 

de um rio próximo à cachoeira, na Trilha do Poção, no Córrego Grande, parte de uma 6 

reserva ambiental; (2) -27.5985691, -48.5235298: amostra de água de torneira 7 

coletada em um laboratório da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). Os 8 

resultados estão apresentados na Tabela 8. As recuperações relativas variaram de 9 

89,88% a 125,56% para a amostra (1), e de 95,41% a 107,5% para a amostra (2). De 10 

acordo com a AOAC77, os valores aceitáveis para a faixa de concentração de 10 µg 11 

L-1 variam de 60% a 115%, enquanto os valores para a concentração de 100 µg L-1 12 

variam de 80% a 110%. Embora alguns valores para 150 µg L-1 e 300 µg L-1 estejam 13 

fora dessa faixa, eles ainda são suficientemente próximos e, portanto, podem ser 14 

considerados adequados. Os valores de recuperação foram calculados por meio de 15 

equações geradas pelas curvas de calibração, realizada em água ultrapura, o justifica 16 

os valores acima do limite para a amostra de rio, que podem estar relacionados à 17 

alguma interferência.18 
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 1 

Tabela 8: Recuperações em água de rio e água de torneira. 2 

Analito 

Amostra (1) – Água de Rio Amostra (2) – Água de Torneira 

Concentração (µg L-1) 

10 150 300 10 150 300 

EE2 90,78 (± 10,60) 102,76 (± 0,96) 118,55 (± 0,45) 95,41 (± 1,05) 99,75 (± 6,89) 100,01 (± 0,91) 

CF 90,61 (± 7,76) 100,92 (± 5,76) 113,08 (± 2,59) 100,91 (± 1,25) 97,64 (± 8,32) 103,20 (± 3,83) 

MP 89,88 (± 9,15) 101,07 (± 5,66) 113,75 (± 3,52) 96,85 (± 2,95) 96,92 (± 10,31) 106,07 (± 4,83) 

EtP 89,04 (± 10,61) 103,55 (± 5,14) 117,28 (± 3,08) 99,02 (± 3,63) 99,01 (± 9,96) 107,50 (± 4,66) 

PrP 90,64 (± 7,42) 101,93 (± 4,85) 115,07 (± 2,11) 97,74 (± 0,94) 98,76 (± 7,66) 103,80 (± 2,93) 

BP 91,79 (± 9,58) 102,54 (± 4,82) 115,41 (± 0,93) 95,71 (± 2,69) 101,53 (± 5,52) 102,26 (± 3,48) 

DIU 93,33 (± 13,46) 100,64 (± 5,33) 112,28 (± 0,84) 98,46 (± 5,14) 97,98 (± 7,13) 95,44 (± 0,90) 

IND 93,37 (± 2,68) 120,40 (± 7,59) 125,56 (± 2,75) 100,73 (± 4,84) 99,09 (± 5,87) 103,26 (± 3,50) 

NAP 91,02 (± 0,10) 111,08 (± 6,18) 109,59 (± 3,67) 105,44 (± 6,02) 98,83 (± 12,03) 104,50 (± 4,50) 

Fonte: Autoria Própria (2024). 3 

 4 

 5 

 6 

 7 

 8 

 9 
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O tempo de extração, o limite de quantificação (LOQ), o volume de amostra e 1 

o volume total de solvente são comparados com outros métodos relatados na literatura 2 

na Tabela 8. Os métodos foram comparados essencialmente com uma versão 3 

envolvendo a técnica SPE clássica78–81 e várias técnicas miniaturizadas1,47,82,83. 4 

Outros estudos relatam variações no LOQ entre 0,06 e 25 µg L-1, enquanto o 5 

método desenvolvido aqui alcançou 1 ou 5 µg L-1. Técnicas que atingiram baixos 6 

LOQs usaram equipamentos como MS ou MS/MS78,81,83, que são mais sensíveis do 7 

que o HPLC-DAD utilizado pelos autores. Além disso, apenas o estudo envolvendo 8 

DPX conseguiu limites baixos usando um HPLC-DAD, entretanto, apenas os 9 

pesticidas foram avaliados47. 10 

Em relação aos volumes utilizados, outros métodos empregam grandes 11 

volumes de amostra (200, 250 ou 500 mL em SPE), e as técnicas miniaturizadas 12 

usaram volumes ainda menores do que o método desenvolvido com Au-Pa-DPX. 13 

Embora volumes ligeiramente maiores tenham sido utilizados em comparação com 14 

outras técnicas, o método relatado aqui exigiu tempos de extração e análise mais 15 

curtos, resultando em um total de 25,15 minutos por amostra (4,15 minutos por 16 

amostra na etapa de preparo de amostra). A única técnica que apresentou melhor 17 

resultado em termos de volume e tempo total foi a que utilizou DLLME1,82, mas seus 18 

LOQs foram mais altos (5 e 25 µg L-1). 19 

No geral, o Au-Pa-DPX se mostra uma alternativa às outras técnicas clássicas 20 

ou mesmo miniaturizadas, com automatização, alta frequência analítica e segurança 21 

para a saúde do analista como seus principais objetivos. 22 

Para a Tabela 9 e posteriormente quando necessário, os analitos estarão 23 

abreviados da seguinte forma: Metilparabeno (MP), Etilparabeno (EtP), Carbofurano 24 

(CF), Propilparabeno (PrP), Diuron (DIU), Naproxeno (NAP), 17α-Etinilestradiol (EE2), 25 

Butilparabeno (BuP) e Indometacina (IND). 26 

 27 

 28 

 29 

 30 

 31 

 32 
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Tabela 9: Tabela comparativa com outros trabalhos da literatura. 1 

Técnica de 

Preparo de 

Amostra 

Analitos 
LOQ   

 (μg L-1) 
Instrumentação 

Amostra/Volume 

de Solvente (mL) 

Tempo de Extração 

por Amostra 

/Corrida Analítica/ 

Tempo Total (min) 

Referência 

Au-Pa-DPX 
MP. EtP, PrP, BuP, CF, 

DIU, IND, NAP e EE2 
1 e 5 HPLC-DAD 13,5 / 2,5 4,15 / 21 / 25,15 Este Trabalho 

DPX CF e DIU 0,06 e 0,18 HPLC-DAD 6,4 / 0,1 3,75 / 60 / 63,75 47 

SPE CF e DIU 1,6 e 1,1 LC-MS/MS 500 / 18,5 62,5 / 28 / 90,5 80 

RDSE 
MP, EtP, PrP, BuP, NAP 

e EE2 
0,11 - 0,33 GC-MS 20 / 10 115 / 25 / 140 83 

SPE MP, EtP, PrP e BuP 0,012-0,024 LC-ESI-MS/MS 250 / 11 25 / 24 / 49 78 

SPE IND e NAP 0,02-0,01 LC–MS/MS 250 / 28 21a / 10 / 31 81 

DLLME IND e NAP 25 e 5 HPLC-UV 1,5 / 0,165 3 / 8 / 11 82 

DLLME-MIL MP, EtP, DIU e EE2 5 HPLC-DAD 3 / 10,56 5 / 45 / 50 1 

SPE EE2 5 LC-MS/MS 200 / 26 10b / 7,5 / 17,5 79 

aO tempo de extração para o processo de SPE não foi especificado, apenas o tempo de pré-preparo da amostra foi fornecido. 2 

bSomente o tempo de secagem a vácuo do cartucho de SPE após a eluição da amostra foi especificado. 3 

 4 

Fonte: Autoria Própria (2024).5 

6 
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5.4. Análises das Amostras 1 

Após a determinação dos parâmetros analíticos, sete amostras de água foram 2 

submetidas ao procedimento de extração proposto. Os cromatogramas das análises 3 

e das amostras fortificadas estão apresentados nas Figuras 10-16. Para as próximas 4 

Figuras, os analitos são: 1- Metilparabeno (MP), 2- Etilparabeno (EtP), 3- Carbofurano 5 

(CF), 4- Propilparabeno (PrP), 5- Diuron (DIU), 6- Naproxeno (NAP), 7- 17α-6 

Etinilestradiol (EE2), 8- Butilparabeno (BuP) e 9- Indometacina (IND). Os resultados 7 

se encontram resumidos na Tabela 10. 8 

 9 

Figura 10: Cromatogramas obtidos a 280 nm para a amostra branco (em preto, 10 

amostra 1) e a amostra fortificada (em vermelho, fortificada a 10 µg L-1), ambas 11 

submetidas ao método de extração otimizado. 12 

 13 

Fonte: Autoria Própria (2024). 14 

 15 

Figura 11: Cromatogramas obtidos a 280 nm para a amostra branco (em preto, 16 

amostra 2) e a amostra fortificada (em vermelho, fortificada a 10 µg L-1), ambas 17 

submetidas ao método de extração otimizado. 18 

 19 

Fonte: Autoria Própria (2024). 20 
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Figura 12: A- Cromatogramas obtidos a 250 nm para a amostra branco (em preto, 1 

amostra 3) e a amostra fortificada (em vermelho, fortificada a 10 µg L-1), ambas 2 

submetidas ao método de extração otimizado. B- Cromatogramas obtidos a 275 nm 3 

para a amostra branco (em preto, amostra 3) e a amostra fortificada (em vermelho, 4 

fortificada a 10 µg L-1), ambas submetidas ao método de extração otimizado. C- 5 

Cromatogramas obtidos a 280 nm para a amostra branco (em preto, amostra 3) e a 6 

amostra fortificada (em vermelho, fortificada a 10 µg L-1), ambas submetidas ao 7 

método de extração otimizado. 8 

 9 

 10 

 11 

Fonte: Autoria Própria (2024). 12 

 13 
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Figura 13: Cromatogramas obtidos a 280 nm para a amostra branco (em preto, 1 

amostra 4) e a amostra fortificada (em vermelho, fortificada a 10 µg L-1), ambas 2 

submetidas ao método de extração otimizado. 3 

 4 

Fonte: Autoria Própria (2024). 5 

 6 

Figura 14: Cromatogramas obtidos a 280 nm para a amostra branco (em preto, 7 

amostra 5) e a amostra fortificada (em vermelho, fortificada a 10 µg L-1), ambas 8 

submetidas ao método de extração otimizado. 9 

 10 

Fonte: Autoria Própria (2024). 11 

 12 

 13 

 14 

 15 

 16 

 17 

 18 
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Figura 15: Cromatogramas obtidos a 280 nm para a amostra branco (em 1 

preto, amostra 6) e a amostra fortificada (em vermelho, fortificada a 10 µg L-1), 2 

ambas submetidas ao método de extração otimizado. 3 

 4 

Fonte: Autoria Própria (2024). 5 

 6 

Figura 16: Cromatogramas obtidos a 280 nm para a amostra branco (em preto, 7 

amostra 7) e a amostra fortificada (em vermelho, fortificada a 10 µg L-1), ambas 8 

submetidas ao método de extração otimizado. 9 

 10 

Fonte: Autoria Própria (2024). 11 

 12 

 13 

 14 

 15 

 16 

 17 

 18 
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Tabela 10: Resumo da concentração dos analitos nas amostras. 1 

Analitos 
Amostras de Água 

1 2 3 4 5 6 7 

EE2 NDa ND ND ND ND ND ND 

CF ND ND ND ND ND ND ND 

MP ND ND 2,38 ND ND ND ND 

EtP ND ND 1,76 ND ND ND ND 

PrP ND ND 2,43 ND ND ND ND 

BP ND ND 3,47 ND ND ND ND 

DIU ND ND 3,99 ND ND ND ND 

IND ND ND 5,14 ND ND ND ND 

NAP ND ND 4,16 ND ND ND ND 

∑TOTAL ND ND 23,33 ND ND ND ND 

a Não Detectado. 2 

Fonte: Autoria Própria (2024). 3 

 4 

Conforme observado, apenas a amostra (3) apresentou concentrações 5 

detectáveis (dentro dos limites de detecção do método proposto) para quase todos os 6 

analitos, com exceção de EE2 e CF. Essa amostra foi coletada em um córrego que 7 

atravessa uma área densamente ocupada, incluindo residências, edifícios e 8 

universidade, o que a torna mais suscetível à contaminação. O descarte inadequado 9 

de contaminantes, como produtos químicos de uso doméstico e farmacêuticos, pode 10 

contribuir para a presença desses analitos na água. Em termos de legislação, essa 11 

amostra excede os padrões europeus para águas superficiais, uma vez que a 12 

concentração de diuron detectada superou a concentração máxima permitida de 1,8 13 

µg L-1 (Diretiva 2000/60/EC; Diretiva 2008/105/EC)50,51. 14 

As amostras (1) e (2), utilizadas para a recuperação relativa, foram coletadas 15 

em uma zona de reserva ambiental e em água potável (torneira), respectivamente. 16 

Essas duas amostras apresentaram concentrações não detectáveis dos analitos 17 

(dentro dos limites de quantificação e detecção do método). Para ambos os pesticidas, 18 

nenhuma concentração foi detectada na amostra de água potável, indicando 19 

conformidade com a Resolução MS 888/2148 e com o Safe Drinking Water Act (SDWA 20 

sob a EPA, 2021)52. Embora o método não atenda aos requisitos mais rigorosos da 21 
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Diretiva de Água Potável da UE (Council Directive 98/83/EC)49, ele permanece em 1 

conformidade com as regulamentações brasileiras e norte-americanas. 2 

Além disso, embora as outras amostras também passem por áreas 3 

urbanizadas, nenhuma concentração de contaminantes foi detectada com o método 4 

proposto. Esses resultados são favoráveis para os níveis de potabilidade da água e 5 

demonstram a ausência de contaminação na zona de reserva ambiental. Os 6 

resultados das análises reforçam a importância do monitoramento das áreas urbanas 7 

e reservas ambientais, bem como a eficácia dos programas de tratamento de água. A 8 

conformidade com as regulamentações vigentes também indica que os métodos de 9 

tratamento de água empregados na cidade são adequados para proteção da saúde 10 

pública, minimizando os riscos de exposição a contaminantes. 11 

 12 

5.5. Avaliação da Sustentabilidade do Método 13 

Para avaliar a sustentabilidade do método proposto, utilizou-se o software 14 

AGREEprep, que se destaca por sua ênfase na etapa de preparo de amostras dentro 15 

dos princípios da Química Analítica Verde. O AGREEprep avalia a sustentabilidade 16 

ambiental com base em 10 categorias de impacto, incluindo escolha e uso de 17 

solventes, geração de resíduos, consumo de energia, volume de amostra e frequência 18 

analítica. Os resultados de cada critério são recalculados para uma escala de 0 a 1, e 19 

uma pontuação final é gerada, com 1,0 representando a melhor performance 20 

ambiental. Além disso, a ferramenta permite a atribuição de pesos específicos para 21 

cada critério, personalizando a análise conforme as prioridades do estudo. Os 22 

resultados são apresentados em um pictograma visualmente intuitivo, que facilita a 23 

identificação dos principais pontos de melhoria do método avaliado. 24 

A aplicação do AGREEprep ao método proposto forneceu resultados que, 25 

embora não indiquem um método completamente "verde", evidenciam sua 26 

sustentabilidade em diversos aspectos, como apresentado na Figura 17. 27 
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Figura 17: Relatório de sustentabilidade do método proposto. 1 

 2 

Fonte: AGREEprep (2024). 3 

 O método demonstrou vantagens relevantes, especialmente pela alta 4 

frequência analítica (14,45 amostras por hora) e automatização da técnica de preparo 5 

de amostra. Além disso, a reutilização da fase extratora ao longo do processo reduz 6 

significativamente o descarte e a geração de resíduos, contribuindo para um impacto 7 

ambiental menor. Contudo, algumas penalidades foram observadas, como o uso de 8 

solventes orgânicos, ainda que em pequenos volumes, e o consumo energético 9 

associado à instrumentação analítica. Apesar disso, esses aspectos são balanceados 10 
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pelas melhorias na segurança do operador, devido à redução de riscos durante as 1 

operações, e pelo elevado nível de automatização, que minimiza a intervenção 2 

manual, aumentando a repetibilidade e eficiência do preparo de amostras. 3 

Por fim, o AGREEprep demonstrou ser uma ferramenta eficaz para identificar 4 

pontos críticos e potencializar a sustentabilidade de métodos analíticos, 5 

especialmente na etapa de preparo de amostras. A análise evidencia que, com ajustes 6 

pontuais, o método proposto tem grande potencial para atender às demandas de 7 

sustentabilidade sem comprometer a eficiência e a qualidade analítica. 8 

 9 

 10 

 11 

 12 

 13 

 14 

 15 

 16 

 17 

 18 

 19 

 20 

 21 

 22 

 23 

 24 

 25 

 26 

 27 

 28 

 29 

 30 

 31 

 32 

 33 

 34 
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6. CONCLUSÕES 1 

 2 

O método desenvolvido neste estudo é uma alternativa direta e promissora para 3 

a determinação multiclasse em amostras de água. Otimizado com sucesso por meio 4 

de abordagens univariadas e multivariadas, o método demonstra excelente 5 

desempenho analítico, com limites de detecção (LOD) e quantificação (LOQ) 6 

aprimorados, além de uma faixa linear ampla, precisão e recuperação aceitáveis. 7 

A automatização não apenas minimiza o erro humano, mas também aumenta 8 

a precisão e a exatidão dos resultados. Além disso, os riscos à saúde do analista são 9 

drasticamente reduzidos, pois os processos de extração e posterior dessorção são 10 

realizados automaticamente, permitindo que o analista mantenha uma distância 11 

segura do dispositivo e minimize a exposição a reagentes. 12 

Esse novo método representa um avanço significativo no campo do preparo de 13 

amostras ao utilizar volumes menores de amostras, reduzir o consumo de solventes 14 

e alcançar uma alta frequência analítica, com um tempo de extração inferior a 5 15 

minutos por amostra. Em comparação com métodos relatados na literatura, essa 16 

abordagem oferece melhorias em termos de eficiência e eficácia, com baixo consumo 17 

de amostras e solventes, além de alta frequência analítica. Além disso, a simplicidade 18 

do procedimento torna o método acessível para laboratórios que buscam implementar 19 

técnicas mais verdes e eficientes, alinhadas aos princípios da Química Analítica 20 

Verde. Assim, o método desenvolvido não só atende às exigências analíticas 21 

rigorosas, como também contribui para práticas laboratoriais mais sustentáveis e 22 

seguras. 23 

 24 

 25 

 26 

 27 

 28 

 29 

 30 

 31 

 32 

 33 
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APÊNDICE A – DADOS DOS TESTES ESTATÍSTICOS PARA A SELEÇÃO 1 

DO SOLVENTE DE DESSORÇÃO 2 

Tabela A-1: Estatística da seleção do solvente de dessorção. 3 

ANOVA 

Modelo Efeito SQ gl Efeito MQ F valor-P R2 

Linear 1,22E+11 2 6,12E+10 268,69 <1E-6 0,987 

Quadrático 1,16E+09 3 3,87E+08 3,57 0,125 0,996 

Total 1,24E+11 9 1,38E+10        

 4 

Figura A-1: Gráfico de resíduos observados vs. preditos para o modelo 5 

quadrático. 6 

 7 

 8 

Figura A-2: Gráfico de pareto para o modelo quadrático. 9 

 10 
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APÊNDICE B – DADOS DOS TESTES ESTATÍSTICOS PARA A SELEÇÃO 1 

DOS CICLOS DE DESSORÇÃO 2 

Tabela B-1: Estatística da seleção dos ciclos de dessorção. 3 

ANOVA 

Fonte da variação SQ gl MQ F F crítico valor-P 

Entre grupos 3,23E+10 6 5,38E+09 8,836 2,848 4,18E-04 

Dentro dos grupos 8,52E+09 14 6,08E+08    

Total 4,08E+10 20         

 4 

 5 

 6 

Análise de grupos significativos para 
ciclos de dessorção com teste de Tukey 

Ciclos de Dessorção Média Grupo 

3 Ciclos 476900,7813 A 

6 Ciclos 467496,5989 A 

5 Ciclos 430311,6489 A 

2 Ciclos 419880,6776 A 

4 Ciclos 419237,7321 A 

7 Ciclos 409375,1698 A, B 

1 Ciclo 348042,3954 B 

Comparação usando o teste de Tukey 

Ciclos de dessorção Ciclos de dessorção valor-P 

1 Ciclo 

2 Ciclos 0,03806 

3 Ciclos 0,00026 

4 Ciclos 0,04031 

5 Ciclos 0,01487 

6 Ciclos 0,00056 

7 Ciclos 0,09532 

2 Ciclos 

3 Ciclos 0,13653 

4 Ciclos 1,00000 

5 Ciclos 0,99810 

6 Ciclos 0,28147 

7 Ciclos 0,99802 

3 Ciclos 

4 Ciclos 0,12952 

5 Ciclos 0,30262 

6 Ciclos 0,99893 

7 Ciclos 0,05578 

4 Ciclos 

5 Ciclos 0,99735 

6 Ciclos 0,26878 

7 Ciclos 0,99861 

5 Ciclos 
6 Ciclos 0,54146 

7 Ciclos 0,93561 

6 Ciclos 7 Ciclos 0,12472 
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APÊNDICE C – DADOS DOS TESTES ESTATÍSTICOS PARA A SELEÇÃO 1 

DO PH 2 

Tabela C-1: Estatística da seleção do pH utilizando a média geométrica das 3 

áreas dos picos cromatográficos. 4 

ANOVA 

Fonte da variação SQ gl MQ F F crítico valor-P 

Entre grupos 2,46E+10 4 6,15E+09 12,877 3,478 5,89E-04 

Dentro dos grupos 4,78E+09 10 4,78E+08    

Total 2,94E+10 14         

 5 

Comparação usando o teste de Tukey 

pH pH valor-P 

pH 2 

pH 4 0,00919 

pH 6 0,00161 

pH 8 0,00044 

pH 10 0,02921 

pH 4 

pH 6 0,73954 

pH 8 0,24593 

pH 10 0,93709 

pH 6 
pH 8 0,84871 

pH 10 0,33995 

pH 8 pH 10 0,08055 

 6 

Análise de grupos significativos para pH com teste 
de Tukey 

pH Média Grupo 

pH 8 480893,829 A 

pH 6 463012,0021 A 

pH 4 441191,9738 A 

pH 10 427670,7078 A 

pH 2 362766,1927 B 

 7 

 8 

 9 

 10 

 11 

 12 

 13 

 14 

 15 
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Tabela C-2: Estatística da seleção do pH para o 17α-Etinilestradiol. 1 

ANOVA 

Fonte da variação SQ gl MQ F F crítico valor-P 

Entre grupos 1,72E+08 4 4,30E+07 11,66 3,478 8,78E-04 

Dentro dos grupos 3,69E+07 10 3,69E+06    

Total 2,94E+10 14         

 2 

Comparação usando o teste de Tukey 

pH pH valor-P 

pH 2 

pH 4 0,00062 

pH 6 0,09406 

pH 8 0,0226 

pH 10 0,6293 

pH 4 

pH 6 0,03794 

pH 8 0,15539 

pH 10 0,0042 

pH 6 
pH 8 0,88207 

pH 10 0,60691 

pH 8 pH 10 0,19719 

 3 

Análise de grupos significativos para pH com teste 
de Tukey 

pH Média Grupo 

pH 4 48497,33333 A 

pH 8 44505 A, B 

pH 6 43059,66667 B, C 

pH 10 40770,33333 B, C 

pH 2 38543 C 

 4 

 5 

 6 

 7 

 8 

 9 

 10 

 11 

 12 

 13 

 14 

 15 
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Tabela C-3: Estatística da seleção do pH para o Carbofurano. 1 

ANOVA 

Fonte da variação SQ gl MQ F F crítico valor-P 

Entre grupos 3,39E+08 4 8,47E+07 5,319 3,478 0,0147 

Dentro dos grupos 1,59E+08 10 1,59E+07    

Total 4,98E+08 14         

 2 

Comparação usando o teste de Tukey 

pH pH valor-P 

pH 2 

pH 4 0,0198 

pH 6 0,1227 

pH 8 0,0351 

pH 10 0,7437 

pH 4 

pH 6 0,7601 

pH 8 0,9953 

pH 10 0,1285 

pH 6 
pH 8 0,9208 

pH 10 0,5898 

pH 8 pH 10 0,2205 

 3 

Análise de grupos significativos para pH com teste 
de Tukey 

pH Média Grupo 

pH 4 87580 A 

pH 8 86369,66667 A 

pH 6 83720,66667 A, B 

pH 10 78862,33333 A, B 

pH 2 74902,66667 B 

 4 

 5 

 6 

 7 

 8 

 9 

 10 

 11 

 12 

 13 

 14 

 15 
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Tabela C-4: Estatística da seleção do pH para o Metilparabeno. 1 

ANOVA 

Fonte da variação SQ gl MQ F F crítico valor-P 

Entre grupos 3,37E+10 4 8,42E+09 2,422 3,478 0,11695 

Dentro dos grupos 3,48E+10 10 3,48E+09    

Total 6,84E+10 14         

 2 

Comparação usando o teste de Tukey 

pH pH valor-P 

pH 2 

pH 4 0,2336 

pH 6 0,3114 

pH 8 0,1953 

pH 10 0,9818 

pH 4 

pH 6 0,9995 

pH 8 0,9999 

pH 10 0,4594 

pH 6 
pH 8 0,9966 

pH 10 0,5754 

pH 8 pH 10 0,3962 

 3 

Análise de grupos significativos para pH com teste 
de Tukey 

pH Média Grupo 

pH 8 904402,33333 A 

pH 4 898296,66667 A 

pH 6 888017 A 

pH 10 815028,66667 A 

pH 2 789409 A 

 4 

 5 

 6 

 7 

 8 

 9 

 10 

 11 

 12 

 13 

 14 

 15 
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Tabela C-5: Estatística da seleção do pH para o Etilparabeno. 1 

ANOVA 

Fonte da variação SQ gl MQ F F crítico valor-P 

Entre grupos 3,20E+10 4 8,00E+09 3,346 3,478 0,05523 

Dentro dos grupos 2,39E+10 10 2,39E+09    

Total 5,59E+10 14         

 2 

Comparação usando o teste de Tukey 

pH pH valor-P 

pH 2 

pH 4 0,1004 

pH 6 0,238 

pH 8 0,1012 

pH 10 0,9423 

pH 4 

pH 6 0,9735 

pH 8 1 

pH 10 0,291 

pH 6 
pH 8 0,9743 

pH 10 0,5789 

pH 8 pH 10 0,293 

 3 

Análise de grupos significativos para pH com teste 
de Tukey 

pH Média Grupo 

pH 4 847800,66667 A 

pH 8 847597,33333 A 

pH 6 824237 A 

pH 10 763932,33333 A 

pH 2 734445,33333 A 

 4 

 5 

 6 

 7 

 8 

 9 

 10 

 11 

 12 

 13 

 14 

 15 
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Tabela C-6: Estatística da seleção do pH para o Propilparabeno. 1 

ANOVA 

Fonte da variação SQ gl MQ F F crítico valor-P 

Entre grupos 3,85E+10 4 9,63E+09 5,236 3,478 0,01545 

Dentro dos grupos 1,84E+10 10 1,84E+09    

Total 5,69E+10 14         

 2 

Comparação usando o teste de Tukey 

pH pH valor-P 

pH 2 

pH 4 0,0196 

pH 6 0,1567 

pH 8 0,0381 

pH 10 0,7622 

pH 4 

pH 6 0,6669 

pH 8 0,9918 

pH 10 0,1209 

pH 6 
pH 8 0,881 

pH 10 0,6631 

pH 8 pH 10 0,2261 

 3 

Análise de grupos significativos para pH com teste 
de Tukey 

pH Média Grupo 

pH 4 872066,66667 A 

pH 8 857019,66667 A 

pH 6 824639,33333 A, B 

pH 10 776978,33333 A, B 

pH 2 735649 B 

 4 

 5 

 6 

 7 

 8 

 9 

 10 

 11 

 12 

 13 

 14 

 15 
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Tabela C-7: Estatística da seleção do pH para o Butilparabeno. 1 

ANOVA 

Fonte da variação SQ gl MQ F F crítico valor-P 

Entre grupos 2,39E+10 4 5,98E+09 7,133 3,478 0,00554 

Dentro dos grupos 8,38E+09 10 8,38E+08    

Total 3,23E+10 14         

 2 

Comparação usando o teste de Tukey 

pH pH valor-P 

pH 2 

pH 4 0,0051 

pH 6 0,1562 

pH 8 0,0214 

pH 10 0,5745 

pH 4 

pH 6 0,237 

pH 8 0,8679 

pH 10 0,0511 

pH 6 
pH 8 0,7003 

pH 10 0,8383 

pH 8 pH 10 0,2154 

 3 

Análise de grupos significativos para pH com teste 
de Tukey 

pH Média Grupo 

pH 4 643132,33333 A 

pH 8 620503,66667 A 

pH 6 589898 A, B 

pH 10 565655,33333 A, B 

pH 2 529771,66667 B 

 4 

 5 

 6 

 7 

 8 

 9 

 10 

 11 

 12 

 13 

 14 

 15 
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Tabela C-8: Estatística da seleção do pH para o Diuron. 1 

ANOVA 

Fonte da variação SQ gl MQ F F crítico valor-P 

Entre grupos 1,14E+10 4 2,85E+09 6,196 3,478 0,00896 

Dentro dos grupos 4,60E+09 10 4,60E+08    

Total 1,60E+10 14         

 2 

Comparação usando o teste de Tukey 

pH pH valor-P 

pH 2 

pH 4 0,0083 

pH 6 0,12 

pH 8 0,0213 

pH 10 0,4091 

pH 4 

pH 6 0,4506 

pH 8 0,9674 

pH 10 0,1359 

pH 6 
pH 8 0,7925 

pH 10 0,8941 

pH 8 pH 10 0,3268 

 3 

Análise de grupos significativos para pH com teste 
de Tukey 

pH Média Grupo 

pH 4 476120,66667 A 

pH 8 465153 A 

pH 6 445513,33333 A, B 

pH 10 429912,66667 A, B 

pH 2 397852 B 

 4 

 5 

 6 

 7 

 8 

 9 

 10 

 11 

 12 

 13 

 14 

 15 
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Tabela C-9: Estatística da seleção do pH para a Indometacina. 1 

ANOVA 

Fonte da variação SQ gl MQ F F crítico valor-P 

Entre grupos 2,05E+11 4 5,14E+10 80,68 3,478 <0.0001 

Dentro dos grupos 6,37E+09 10 6,37E+08    

Total 2,12E+11 14         

 2 

Comparação usando o teste de Tukey 

pH pH valor-P 

pH 2 

pH 4 0,0355 

pH 6 <0.0001 

pH 8 <0.0001 

pH 10 <0.0001 

pH 4 

pH 6 <0.0001 

pH 8 <0.0001 

pH 10 0,0007 

pH 6 
pH 8 0,5806 

pH 10 0,0311 

pH 8 pH 10 0,0033 

 3 

Análise de grupos significativos para pH com teste 
de Tukey 

pH Média Grupo 

pH 8 472144,33333 A 

pH 6 441093,66667 A 

pH 10 366969 B 

pH 4 239237 C 

pH 2 166886 D 

 4 

 5 

 6 

 7 

 8 

 9 

 10 

 11 

 12 

 13 

 14 

 15 
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Tabela C-10: Estatística da seleção do pH para o Naproxeno. 1 

ANOVA 

Fonte da variação SQ gl MQ F F crítico valor-P 

Entre grupos 4,41E12 4 1,10E12 24,32 3,478 <0.0001 

Dentro dos grupos 4,53E11 10 4,53E10    

Total 4,86E12 14         

 2 

Comparação usando o teste de Tukey 

pH pH valor-P 

pH 2 

pH 4 0,05399 

pH 6 0,00011 

pH 8 <0.0001 

pH 10 0,00215 

pH 4 

pH 6 0,00695 

pH 8 0,00256 

pH 10 0,26749 

pH 6 
pH 8 0,9526 

pH 10 0,18688 

pH 8 pH 10 0,0655 

 3 

Análise de grupos significativos para pH com teste 
de Tukey 

pH Média Grupo 

pH 8 4000316,33333 A 

pH 6 3879205,33333 A 

pH 10 3458619,33333 A, B 

pH 4 3082646,66667 B, C 

pH 2 2519261,33333 C 

 4 

 5 

 6 

 7 

 8 

 9 

 10 

 11 

 12 

 13 

 14 

 15 
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APÊNDICE D – DADOS DOS TESTES ESTATÍSTICOS PARA A SELEÇÃO 1 

DOS CICLOS DE EXTRAÇÃO E SAL 2 

Tabela D-1: Estatística da seleção dos ciclos de extração e sal. 3 

ANOVA 

Fator SQ gl F valor-P R2 

Ciclos de Extração (L) 8,42E+10 1 41,11 0,0985  

Ciclos de Extração (Q) 8,30E+09 1 4,05 0,2934  

Porcentagem de Sal (L) 2,17E+11 1 105,86 0,0617  

Porcentagem de Sal (Q) 4,04E+10 1 19,72 0,1410  

Interação dos Fatores (L) 3,11E+10 1  15,21 0,1598    

Erro 2,05E+09 1    

Total 3,75E+11 6   0,9945 

 4 

Figura D-1: Gráfico de resíduos observados vs. preditos. 5 

 6 

 7 

Figura D-2: Gráfico de pareto. 8 

 9 
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