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RESUMO

A presenga das sulfonamidas em amostras biolodgicas, provenientes do consumo
incorreto e desenfreado, € objeto de estudos por representarem potenciais riscos a
saude humana. Diante disso, torna-se interessante o seu monitoramento visando o
controle do uso e da exposi¢cao a populagao. Devido a sua ocorréncia ser em niveis
baixos e ao fato de que matrizes bioldgicas sdo consideradas complexas, torna-se
necessaria uma etapa primordial de preparo de amostras, neste contexto, a HF-
MMLLE acoplada ao sistema de 96 pogos de amostragem. Este preparo de amostras
utilizado, viabiliza vantagens analiticas e ambientais, que enquadram a metodologia
empregada nas diretrizes da Quimica Analitica Verde. O presente trabalho aborda o
uso de solventes eutéticos profundos (DES) como alternativa de fase extratora na
técnica de extragédo liquido-liquido de membrana microporosa de fibra oca (HF-
MMLLE), visando a extragdo de sulfonamidas em amostras de urina com posterior
quantificacdo por HPLC-DAD. O estudo foi conduzido, mediante a selecdo do DES,
sendo que a mistura timol:acido hexandico (razdo molar 2:1, m/v) apresentou a melhor
resposta, aliado a maior estabilidade térmica. Depois, foram otimizados os parametros
da HF-MMLLE, solvente de dessor¢ao, tempo de dessorgao, tempo de extragao e pH.
A metodologia otimizada foi realizada nas seguintes condigbes: 10 minutos de
impregnagao das membranas microporosas com 250 pL de timol:acido hexandico
(2:1), em seguida 60 minutos de extracdo com 1,50 mL de amostra e 25 minutos de
dessorcdo em 300 pL de uma mistura de ACN:MeOH (1:1 v/v). Foram construidas
curvas de calibragdo para cada analito, a faixa linear avaliada varia de 10 a 500 pg L
', com LOD e LOQ de 3,03 a 50 ug L™, respectivamente. Os parametros avaliados
acerca da confiabilidade da metodologia empregada, incluiram linearidade, faixa de
trabalho, limites de deteccao e quantificagao, precisao, intradia e interdia, e exatidao,
avaliada através das recuperacoes relativas. As recuperagdes foram realizadas em
urina sintética, com todos os analitos dentro do intervalo aceitavel estabelecido pela
AOAC (2023). Os valores de coeficiente de determinacdo demonstram correlagdes
lineares satisfatérias para todos os analitos. A aplicagdo em amostras reais foi
realizada aliando-se ferramentas de analise de interferentes presentes no software do
equipamento, podendo ser quantificado um dos compostos em uma amostra.

Palavras-chave: DES, HF-MMLLE, sulfonamidas, matrizes complexas, preparo de
amostras.
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INTRODUGAO

Com o avancgo da medicina moderna, cada vez mais substancias vém sendo
produzidas e utilizadas no tratamento de doengas, e € fato que o uso exagerado e
incorreto destas causam preocupagao devido ao surgimento de organismos
resistentes a estes medicamentos. As sulfonamidas sdo um exemplo onde o0 uso
desenfreado pode acarretar o surgimento de bactérias multirresistentes. Além
disso, o consumo sem orientagao profissional desses antibidticos leva a efeitos
adversos para a saude humana, e tendo isto em vista, torna-se interessante o
monitoramento de matrizes biolégicas que podem conter estes compostos. Esse
monitoramento tem relevancia ndo apenas em estudos clinicos, mas também em
contextos toxicolégicos e ambientais, considerando que uma fragao significativa
das sulfonamidas é excretada de forma inalterada na urina, podendo chegar ao
meio ambiente e contribuir para a disseminagao da resisténcia bacteriana.

Matrizes bioldgicas como a urina sao consideradas complexas e inadequadas
para a analise direta nos instrumentos analiticos pois necessitam de uma etapa
primordial de preparo de amostras, para eliminagao de possiveis interferentes, pré-
concentracdo dos compostos e adequacido ao instrumento. Diversos trabalhos
apontam que proteinas, sais e metabdlitos enddgenos presentes na urina podem
comprometer a seletividade e a sensibilidade da analise, o que reforca a
necessidade de métodos de preparo mais seletivos e compativeis com técnicas de
separagao modernas. Aliado aos principios da Quimica Analitica Verde, tem-se
destacado no meio cientifico metodologias que empregam o uso de técnicas de
microextragao, pois estas, quando comparadas a técnicas classicas, apresentam
vantagens pela quantidade consideravelmente reduzida de geragéo de residuos, e
o aumento da frequéncia analitica. A extragdo liquido-liquido de membrana
microporosa de fibra oca (HF-MMLLE), € uma destas técnicas, que pode, ainda,
ser acoplada a um sistema de 96 pocos de amostragem, visando a melhora da
frequéncia analitica e a automatizacédo do sistema. Esse acoplamento se mostra
particularmente atrativo em analises de rotina e em estudos com elevado numero
de amostras, nos quais a rapidez e a reprodutibilidade dos resultados sao fatores

essenciais.
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Uma possivel abordagem que pode ser empregada na HF-MMLLE é o uso de
solventes eutéticos profundos (DES) como fase extratora, pois podem ser
adequados de tal forma a exibirem extracdo satisfatoria dos compostos de
interesse. Esses solventes vém despertando grande interesse devido a sua baixa
toxicidade, facil preparo, baixo custo e elevada versatilidade quimica, que permite
ajustar suas propriedades as caracteristicas dos analitos alvo. Diante de tal, este
trabalho tem como objetivo o emprego de DES na extrag&o de quatro sulfonamidas
(sulfadiazina, sulfatiazol, sulfametéxipiridazina e sulfametoxazol) em amostras de
urina humana utilizando a técnica de HF-MMLLE acoplada ao sistema de 96 pogos
de amostragem, com quantificacdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia

acoplada com detector por arranjo de diodos (HPLC-DAD).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Sulfonamidas

2.1.1. Origem, Aplicagbes e Caracteristicas Fisico-quimicas

As sulfonamidas, também conhecidas como sulfas, constituem uma classe de
farmacos antimicrobianos sintéticos amplamente utilizada desde a década de 1930.
Inicialmente foram introduzidas para o tratamento de infecgdes bacterianas em
humanos, porém rapidamente se expandiram para a medicina veterinaria e a
producédo animal, devido ao baixo custo e amplo espectro de agdo'?3. Seu
mecanismo de agao é baseado na inibigado competitiva da enzima di-hidropteroato
sintase, fundamental na sintese de acido félico das bactérias, levando a interrupcao
do crescimento bacteriano®.

Do ponto de vista fisico-quimico, as sulfas sdo compostos caracterizados pela
presencga do grupo funcional sulfonamida (-SO2NH2), ligado a um anel aromatico e
a uma amina primaria em posigdo “para”. Tal configuracdo confere a essas
moléculas estrutura relativamente rigida e polar, com regides suscetiveis a
interacdes hidrofébicas (interacbes de van de Waals, dipolo-dipolo), hidrofilicas
(ligagcdes de hidrogénio) e interagbes m-m'3. A substituicdo do hidrogénio da
sulfonamida por grupos heterociclicos ou aromaticos, tais quais piridinas ou tiazdis,
modula significativamente as propriedades fisico-quimicas da molécula, alterando
pKa, log Kow, solubilidade em agua e perfil de ionizagdo em diferentes pHs?%. Em
geral, as sulfas apresentam carater acido fraco, com valores de pKa entre 5,7 ¢ 7,2,
caracteristica que favorece ionizagao parcial em pH fisiolégico e facilita a excregao
renal®>®. O valor de log de Kow, que trata sobre a lipofilicidade, também varia
conforme a substituicdo, afetando a tendéncia a bioacumulacdo®%’. Compostos
com maior log Kow tendem a apresentar maior persisténcia ambiental, o que
contribui para efeitos cumulativos em exposigdes repetidas ou continuas?8. No
presente trabalho, foram selecionadas quatro sulfonamidas representativas por
serem frequentemente utilizadas na pratica clinica e veterinaria, além de estarem
entre as mais detectadas em matrizes biologicas e ambientais®”-°. A Figura 1 traz
as estruturas das quatro sulfas selecionadas para este estudo, e a Tabela 1 compila

alguns dados relevantes sobre elas.
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Figura 1. Estruturas quimicas das sulfonamidas avaliadas, sendo (1): Sulfadiazina; (2):

Sulfatiazol; (3): Sulfametéxipiridazina e (4): Sulfametoxazol.

NH, NH,
o= s 0
0=S=0 0=—S—=—0
| o= S o) NH |
N\ NH | N NH

ST
U Y \N/“ °

=N </ —
H,C
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Fonte: Autoria propria (2026).

Tabela 1. Estruturas e propriedades fisico-quimicas a 25°C das sulfonamidas avaliadas.

Analito  Peso molecular (g mol') log Kow pKa Solubilidade (mg L™)®
SDZ 250,28 -0,09 6,36 77,0
STZ 255,30 0,05 pKa1: 2,1 373,0
pKa2: 7,23 @
SMP 280,31 0,30 7,19 579,5
SMTX 253,28 0,89 pKa1: 1,6 -
pKa2: 5,7

Fonte: Autoria propria (2026). Dados: PubChem (2025). 2 a 20°C. ® em agua.

2.1.2. Implicagées Biolégicas e Ambientais

O wuso indiscriminado destes compostos tem despertado crescente
preocupacgao, tanto por seus efeitos adversos a saude humana como pelos
impactos ambientais relacionados ao descarte inadequado e a eliminagao por
excrecao. Aingestao repetida ou em excesso, seja ela direta ou indiretamente, pode

causar reagdes adversas, como disturbios hematoldgicos, toxicidade hepatica e
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renal e hipersensibilidade®’°. Ainda, mesmo em concentragdes subterapéuticas
(abaixo da dose minima eficaz para tratamento), seus residuos no meio ambiente
contribuem significativamente para a disseminagao da resisténcia antimicrobiana,
e sua elevada persisténcia em meio aquoso e dificuldade de degradagcdo completa
por processos convencionais reforca sua presenga como contaminantes
emergentes®%89, No que tange a riscos, diversos 6rgaos responsaveis passaram a
regulamentar o uso das sulfas e estabelecer limites maximos de residuos (LMRs)
em alimentos e produtos de origem animal. A Tabela 2 traz um resumo de algumas

legislagdes sobre o tema.

Tabela 2. Legislagdes que estabelecem limite maximo de residuos para as sulfonamidas.

Instituicao /
Ano LMR (ug kg™) Observacgio
documento
Limite para carne,
100 (LMR total para ) .
2010 ) leite e ovos; aplicavel
Regulamento EU sulfonamidas em otal
ao grupo total das
(EU 37/2010) tecidos animais) arp
sulfas
50 v d Limite diario aceitavel
, peso corporal/ dia
APVMA — Acceptable 2025 ADrt ol P . considerando
. otal para sulfas
Daily Intakes (ADI) ( P ) exposico continua
Valor baseado em
MAPA — Ministério da 100 (LMR por diretrizes
Agricultura (Brasil, IN 1999 substancia, em carne, internacionais e
42/1999) leite, ovos e mel) aplicado no controle
de residuos
Fonte: Autoria prépria (2026). Dados: (MAPA, 1999)'%; (APVMA, 2025)"; (EU,
2010)'2.

Apos administracao, as sulfonamidas sao absorvidas pelo trato gastrointestinal
e amplamente distribuidas nos tecidos. Sofrem biotransformagdes hepaticas, como
acetilacdo, e sdo eliminadas predominantemente pela urina*'. A excregéo ocorre
tanto na forma livre quanto na forma de metabdlitos, sendo que cerca de 50 a 90%
de uma dose pode ser recuperada na urina, dependendo do composto e das
condigdes fisioldgicos do individuo':'®. Estudos farmacocinéticos demonstram que
aproximadamente 84,5% da dose de sulfametoxazol é excretada pela urina em até

72 horas apos ingestdo, enquanto cerca de 66% da dose de sulfadiazina é
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recuperada na forma inalterada. Além disso, concentragdes urinarias de
sulfadiazina entre 65 e 400 yg mL-" foram observadas nas primeiras 24 horas apds
administragao oral'314.15,

Essa elevada excregéo urinaria torna a urina uma matriz-alvo fundamental para
o biomonitoramento da exposicdo humana a estes compostos, além de representar
um ponto critico na avaliagdo ambiental, ja que esses residuos alcangam corpos
d’agua por esgoto doméstico e sistemas de saneamento®'”. Estudos relatam a
deteccao de sulfonamidas na urina de pacientes expostos, bem como em
experimentos controlados com animais'17.18.19_ Diretrizes internacionais, como a
Bioanalytical Method Validation Guidance for Industry, da FDA, e a diretriz ICH M10
— Bioanalytical Method Validation and Study Sample Analysis, desenvolvida pelo
ICH, estabelecem recomendac¢des para o desenvolvimento e validagao de métodos
bioanaliticos destinados a quantificacao de farmacos em matrizes bioldgicas, onde
abordagens como HPLC-DAD e LC-MS s&o recomendadas?®2'.No entanto, a urina
€ uma matriz de carater complexo, composta por sais, metabdlitos endoégenos,
proteinas, acidos organicos e outros constituintes que dificultam a analise direta por

técnica instrumental, exigindo uma etapa prévia de preparo de amostras’ 2223,

2.2. Preparo de Amostras

O preparo de amostras € uma etapa essencial no desenvolvimento de métodos
analiticos, uma vez que influencia diretamente a confiabilidade dos resultados
obtidos. A analise direta, embora desejavel por sua simplicidade e economia de
tempo, raramente é viavel na pratica, e isso se deve a presenca de interferentes, a
baixa concentracdo dos analitos e a natureza frequentemente incompativel das
matrizes com os sistemas de detecgdo instrumental?42526,

Nesse contexto, o preparo adequado da amostra é indispensavel para melhorar
a seletividade e a sensibilidade dos métodos, reduzir interferéncias e proteger os
instrumentos analiticos. Técnicas amplamente difundidas, como a extragao em fase
sélida (SPE) e a extragao liquido-liquido (LLE), sdo consideradas abordagens
classicas, reconhecidas em métodos oficiais. Apesar de serem técnicas que fazem
a extracdo quase completa do analito das matrizes, havendo uma recuperacgao
absoluta, conhecidas como abordagens exaustivas, tais métodos apresentam

desvantagens importantes, como o uso de grandes volumes de solventes, elevados
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custos, geragéo significativa de residuos e maior complexidade operacional?*?’.
Como resposta a essas limitagdes, a miniaturizagao das técnicas de preparo tem
ganhado destaque por contribuir para procedimentos mais rapidos, econémicos e
ambientalmente amigaveis, além de serem n&o-exaustivas, ou seja, n&o necessita
extrair todo o analito da matriz, mas sim, trabalhar em um equilibrio de particéo.
Essas abordagens estdo em sintonia com os principios da Quimica Analitica Verde,
promovendo o uso reduzido de reagentes e amostras, e o aumento da frequéncia
analitica?®28, Estudos recentes também tém explorado a aplicagdo dessas
abordagens miniaturizadas em diferentes matrizes, reforcando sua versatilidade e
eficiéncia?®30:31,

O advento da microextracdo em fase solida (SPME), introduzido por Pawliszyn
na década de 1990, inspirou e impulsionou o surgimento de novas técnicas,
proporcionando a exploragdo de outras abordagens, incluindo diferentes
configuracbes da microextracdo em fase liquida (LPME), por exemplo, a
microextracdo em fase liquida de fibra oca (HF-LPME), pioneira da extragao liquido-
liguido de membrana microporosa de fibra oca (HF-MMLLE), que traz como
proposta o uso do solvente extrator imobilizado nos poros da membrana

hidrofobica?5:32:33,

2.2.1. Extracgao Liquido-Liquido de Membrana Microporosa de Fibra Oca

Diversas estratégias de preparo de amostras tém sido desenvolvidas para a
extracdo de sulfonamidas em urina, utilizando abordagens que aliam eficiéncia
analitica e viabilidade ambiental. A extracdo liquido-liquido com membrana
microporosa de fibra oca (HF-MMLLE) é uma técnica que combina os fundamentos
da extragao liquido-liquido (LLE) e da microextracdo com fibra oca (HF-LPME).
Caracteriza-se por sua simplicidade e precisao, utilizando um solvente extrator
retido exclusivamente nos poros da membrana. O lumen desta membrana, que
consiste no espaco interno, é preenchido por um suporte que nao interage nem
com o solvente organico, nem com a amostra, portanto, somente o solvente dos
poros ira atuar na extracdo para que ocorra o equilibrio. Entre suas principais
vantagens estdo o baixo consumo de solvente organico, o custo reduzido e a

facilidade de operagdo®3.
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A técnica de HF-MMLLE envolve trés etapas principais (Figura 2).
Primeiramente, ocorre a impregnacdo da membrana com o solvente extrator. Em
seguida, ocorre a extragdo dos analitos da amostra, e por fim, a etapa de
dessorgéo, na qual os analitos, juntamente com o solvente extrator, sdo removidos
da membrana. Os parametros envolvidos nesse processo sdo cuidadosamente
otimizados com o objetivo de aprimorar a eficiéncia da extracdo. Além disso, a
técnica pode ser integrada a sistemas semi ou totalmente automatizados, como o
sistema de 96 pogos, o que representa um avango significativo no aumento da

frequéncia analitica, permitindo o preparo simultaneo de até 96 amostras?’.28:34.35,

Figura 2. Esquema das etapas do preparo de amostras via HF—-MMLLE. Na Figura b, a
configuragado da técnica, sendo 1: Haste metalica; 2: Amostra; 3: Membrana oca e 4:

Microporos da membrana.

a b .
Etapa de impregnagéo ‘ ‘ Etapa de Extragéio ‘ ‘ Etapa de Dessorgdo ‘ 1R
{
ja ) = —@
D —— | [S—— J & 3 [__,®
Solvente de | Amostra | 5;;:‘23:?5? i 1 |
| extragdo ! g / | i ®
", _______ o Ll .7777‘_; } i
COLEEETLLEY LERERRNNRRLE LI RRATNiE x i @
A AR aEEm
r’ﬁj | |
Otimizagdo do tempo de dessorgio

‘ Selecdo do solvente de extragio ‘ ‘ Otimizagdo do tempo de extragdo ‘ Selegéio do solvente de dessorgdo

Fonte: Autoria propria (2026).

Na HF-MMLLE, a otimizacdo das condi¢cdes experimentais € fundamental para
garantir a eficiéncia da extragdo. Tempos muito curtos de extragdo ou dessorgao
podem resultar em extragdes incompletas, enquanto tempos excessivos podem
favorecer a retro-extracdo dos analitos, seja de volta para a amostra, durante a
extracdo, ou para a membrana, durante a dessorcdao. Além disso, a escolha
adequada do solvente extrator a ser impregnado nos poros da membrana é um
fator determinante para o desempenho da técnica?>-%.

Técnicas como a HF-MMLLE oferecem diversas vantagens na extracao de
analitos presentes em matrizes complexas. No entanto, ainda é relativamente
restrito o numero de estudos que utilizam fases extratoras liquidas em associagao

com métodos de microextracdo. Estudos que exploram o uso de solventes eutéticos
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profundos (DES) tém se destacado como alternativas na andlise de matrizes

biolégicas como a urina, empregando técnicas de microextragéo3'-3,
2.2.2. Solventes Eutéticos Profundos

A busca por fases extratoras alternativas no preparo de amostras é continua,
variando conforme a técnica e o analito®’, e os solventes eutéticos profundos (DES)
surgem como uma classe promissora de solventes verdes. Os DES s&o formados
pela combinagao de dois ou mais compostos, um doador de ligagdes de hidrogénio
(HBD) e um aceptor de ligacbes de hidrogénio (HBA), que interagem fortemente
por meio dessas ligagdes. Quando misturados em proporcdes adequadas, esses
componentes geram uma reducdo expressiva no ponto de fusdo da mistura em
comparagao com o0s compostos puros isolados, fenbmeno caracteristico de
sistemas eutéticos. Um exemplo classico é a combinacdo de ureia (HBD) com
cloreto de colina (HBA), cujos pontos de fusdo superiores a 100°C e 302°C,
respectivamente, resultam em uma mistura liquida a temperatura ambiente, com
ponto de fusdo em torno de 12°C38. A atengéo para esses solventes alternativos se
intensificou apds um estudo de Abbott et al., que descreveu esse comportamento

em diferentes combinagdes HBA-HBD3%40.

Figura 3. Esquema representativo do comportamento do ponto de fusdo em misturas

eutéticas.
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Fonte: Adaptado de El Achkar et al. (2021)*'.
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Dada a vasta gama de combinagdes possiveis entre HBD e HBA, os DES tém
sido amplamente estudados na analise de contaminantes emergentes, como as
sulfonamidas®'. Embora a necessidade de ajustar a aplicabilidade possa ser um
desafio devido a variedade de combinagdes binarias, essa mesma caracteristica é
uma das principais vantagens dos DES, pois permite a criagdo de materiais com
caracteristicas Unicas de interagéo e seletividade®.

Esses solventes se destacam por sua alta estabilidade térmica, baixa
volatilidade e polaridade ajustavel, o que os torna excelentes substitutos para
compostos organicos volateis comumente empregados (cloroférmio, octanol,
diclorometano). Além disso, eles sdo geralmente mais baratos, biodegradaveis, néo
téxicos e faceis de preparar. Embora se saiba que suas estruturas sdo mantidas
por ligagdes de hidrogénio e forgas de Van der Waals, ainda ha incertezas sobre
como os componentes individuais interagem entre si, com outros compostos
presentes na matriz e a resolugcado final de suas estruturas. No entanto, suas
propriedades fisico-quimicas permitem que analitos como as sulfonamidas sejam
facilmente extraidas por meio da HF-MMLLE, devido as caracteristicas em comum
com a membrana e com o DES usado como solvente extrator imobilizado nos poros
da membrana. Isso faz da HF-MMLLE uma opg¢ao atraente para a extragao e pré-
concentragdo desses analitos342,

O presente trabalho, portanto, tem por objetivo o uso de DES como fase
extratora na técnica de HF-MMLLE, ampliando sua aplicabilidade na extracédo de

sulfonamidas em matrizes de carater complexo, como a urina.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Este estudo tem como objetivo o uso de DES na extragcdo de quatro
sulfonamidas (sulfadiazina, sulfatiazol, sulfametéxipiridazina e sulfametoxazol) em
amostras de urina utilizando a técnica de HF-MMLLE acoplada ao sistema de 96

pocos de amostragem, com quantificagédo por HPLC-DAD.

3.2. Objetivos Especificos

e Preparar e avaliar a eficiéncia de extragdo de diferentes solventes eutéticos
profundos, para sele¢ao daquele que apresenta o melhor desempenho na extragao

de sulfonamidas em urina, pela técnica de HF-MMLLE;

e Realizar a otimizagdo dos parametros da HF-MMLLE relacionados as etapas

de extragao (tempo e pH) e dessorgéo (tempo, solvente e volume de solvente);

e Determinar e avaliar os parametros analiticos de mérito, tais quais limite de
quantificacdo (LOQ), limite de detecgéo (LOD), faixa linear de trabalho, precisao e

exatiddo, além do coeficiente de determinagéo (R?);

e Aplicar a metodologia otimizada e validada a diferentes amostras de urina
humana para confirmacdo da seletividade e reprodutibilidade do método

desenvolvido.



26

4. METODOLOGIA

4.1. Materiais e Reagentes

Os padrdes solidos de cada analito foram adquiridos da Sigma Aldrich (St.
Louis, MO, USA) e, a partir destes, solugdes estoque individuais foram preparadas
com concentragbes de 1,0 g L', usando metanol como solvente. Destas solugdes,
foi preparado um mix de 50 mg L' contendo as quatro sulfas em metanol, que
serviu como solugao estoque para realizagao do trabalho. Foram utilizados os
solventes metanol (MeOH), acetonitrila (ACN) e acetato de etila (AcEt) fornecidos
pela Merck (Rio de Janeiro, BR), J. T. Baker (Center Valley, USA) e Sigma Aldrich
(St. Louis, MO, USA), respectivamente. A agua ultrapura foi obtida com uma
resistividade de 18,3 MQ.cm™', através do sistema de purificagdo Mega Purity
(Billerica, MA, USA).

Para o preparo da urina sintética, padrdes analiticos dos seguintes sais foram
obtidos da Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA): CaCl2:2H20, NaCl, Na2SO0s4,
KH2PO4, KCI, NH4Cl e ureia.

Para o preparo dos DES, foram utilizados timol, acido hexandico, acido
heptandico, acido octandico e acido decandico, obtidos da Sigma Aldrich (St. Louis,
MO, USA). A membrana microporosa oca de polipropileno PP300/1200 Accurel®
com 1,2 mm, 300 um e 0,2 ym de didmetro interno, espessura e tamanho de poro,
respectivamente, foi obtida da Membrane (Wuppertal, Germany). As amostras de
urina foram obtidas de individuos saudaveis, estando de acordo com o Comité de
Etica da Universidade Federal de Santa Catarina (n°. 11300913718.3.0000.0121).

4.2. Instrumentagcao

Para a realizacao deste trabalho foi utilizado um sistema semiautomatico de 96
pocos de amostragem, da Brluder Mannesmann Werkzeuge (Remscheid,
Alemanha), para a etapa de preparo de amostras. Ja para a etapa de detecgao e
quantificagao, foi utilizado um cromatografo liquido modelo LC-20AT (Shimadzu,
Kyoto, Japao) com detector de arranjo de diodos modelo SPD-M20A e com injetor

automatico modelo SIL-20AC, com volume de injecéo de 20 pL.
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A separagdo cromatografica, baseada no trabalho de Vieira et al®®., deu-se em
fase reversa, utilizando uma coluna Kinetex Phenomenex® C18 (5,0 um x 250 mm
x 4,6 mm). Para fase movel, foi usada eluicdo por gradiente, com vazéo de 1,0 mL
min', com os solventes H20-UP:MeOH, ambos acidificados com 0,1% de &cido

férmico, e eluicao descrita na Tabela 3.

Tabela 3. Programa de eluicdo por gradiente para analise das sulfonamidas.

Tempo (min) % H20-UP (0,1% acido féormico) % MeOH (0,1% acido férmico)
0,01 80 20
3,00 80 20
5,00 50 50
7,00 30 70
10,00 30 70
12,00 80 20
20,00 80 20

Fonte: Autoria propria (2026).

Para os quatro analitos, foi selecionado o mesmo comprimento de onda para
monitoramento (maximo de absorgdo no UV-Vis), sendo este 270 nm*3. Também, a

Tabela 4 traz os tempos de retengdo dos compostos estudados.

Tabela 4. Tempos de retencao das sulfonamidas estudadas.

Analito Tempo (min)
Sulfadiazina 5,2
Sulfatiazol 5,8
Sulfametéxipiridazina 9,9
Sulfametoxazol 10,5

Fonte: Autoria propria (2026).

4.3. Preparo das Membranas

Para o preparo das membranas, adaptou-se metodologias descritas na
literatura3444. As membranas foram cortadas em 1,5 cm de comprimento, limpas
com ACN e secas em temperatura de 80°C. Por seguinte, estas foram encaixadas
nas hastes do sistema de 96 pocos de amostragem, de modo que o interior da
membrana nao ficasse exposto, e entdo, submersas em 250 yL de DES e mantidas
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sob agitacao por 10 minutos, para que houvesse a formagéao da membrana liquida

suportada.

4.4. Preparo e Sele¢ao do Solvente de Extragao

Pela combinagdo do mesmo HBD com diferentes HBAs, em determinadas
razdes molares, foram preparadas dezesseis combinagdes, descritas na Tabela 5.
O timol foi selecionado como HBD por apresentar caracteristicas que favorecam
interagcdes apolares (interagdes de Van der Waals, dipolo-dipolo), polares (ligagdes
de hidrogénio) e T-m com os anéis aromaticos das sulfas, tornando-se um
componente estratégico para a eficiéncia da extragdo. Para a selegcéo do HBA, foi
realizado planejamento univariado. Ainda, para obtencéo de informacdes acerca de
uma possivel interferéncia do sinal do DES com o sinal dos analitos, obteve-se um
branco de cada DES em HPLC-DAD. Apds, os DES foram testados em agua
ultrapura fortificada em 500 ug L', sendo 10 minutos de impregnag&o, 60 minutos
de extracado e 20 minutos de dessor¢ao numa mistura de ACN:MeOH (1:1, v/v). O
DES que apresentou melhor eficiéncia de extracdo, baseada nas areas, nos RSDs

e em analise por ANOVA e Tukey, foi selecionado como solvente de extragao.

Tabela 5. Fragao molar e aparéncia dos DES a serem avaliados.

DES HBD:HBA Aparéncia (temperatura ambiente)
Timol:Cs, C7, Cs, C1o 1:1 Liquido amarelo
Timol:Cs, C7, Cs, C1o 2:1 Liquido amarelo
Timol:Ce 2, C7°, Cg®, C10® 3:1 aLiquido amarelo, ® Sélido branco
Timol:Cs, C7, Cs, C1o 3:2 Liquido translucido

Fonte: Autoria propria (2026).

4.5. Preparo da urina sintética

A urina sintética foi preparada baseada em metodologia descrita na literatura.
A Tabela 6 descreve os compostos usados e suas respectivas quantidades, em um

volume final de 250 mL de agua ultrapura.
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Tabela 6. Composicao da urina sintética.

Composto Massa (g)
CaCl.2H20 0,28
NaCl 0,73
Na2S04 0,56
KH2PO4 0,35
KCI 0,40
NH4CI 0,25
Ureia 6,25

Fonte: Autoria prépria (2026). Dados: (Baccarin; Cervini; Cavalheiro, 2018)%.

4.6. Otimizacao dos Parametros da HF-MMLLE

A avaliacdo dos parametros que influenciam as etapas da HF-MMLLE, foi
realizada por métodos uni e multivariados. No caso dos planejamentos
multivariados, as respostas foram avaliadas pelo software Statsoft Statistica®, no
qual foram utilizadas as médias geométricas das areas dos picos de cada sulfa
avaliada. Ademais, Microsoft Excel® e OriginPro® também foram utilizados nas
demais analises. Os parametros que influenciam as etapas da HF-MMLLE
avaliados foram o tempo de extracdo, solvente de dessorcdo e tempo de
dessorcao, sendo que dentro da etapa de extracao, foi avaliado também o efeito de
pH, tendo em vista os valores de pKa das sulfas. O efeito salting-out nao foi avaliado

pois a urina por si sO ja contém sais em sua composi¢ao.

4.6.1. Selecdo do Solvente de Dessorgdo

Para selecao do solvente de dessorcao, foi avaliada a eficacia na dessorgao
dos solventes ACN, MeOH e AcEt, tanto em sua forma pura quanto em misturas,
com uma triplicata do ponto central, empregando um planejamento multivariado
simplex-centréide, pelo software Statsoft Statistica®, descrito na Tabela 7. Os
experimentos foram conduzidos em urina sintética fortificada em 500 ug L', sendo
10 minutos de impregnagao, 60 minutos de extragdo e 20 minutos de dessorgao
numa mistura de ACN:MeOH (1:1, v/v). Ainda, foi avaliado o perfil cromatografico

da urina sintética, submetendo-a as mesmas etapas, porém sem fortificagcao, para
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avaliagao de possiveis interferentes. A selecdo do solvente deu-se pelo Statsoft

Statistica®, através da obtencao de uma superficie de resposta.

Tabela 7. Planejamento multivariado utilizado na otimiza¢ao do solvente de dessorgao.

Experimento ACN (uL) MeOH (uL) AcEt (uL)

1 300 0 0

2 0 300 0

3 0 0 300

4 150 150 0

5 150 0 150

6 0 150 150

7A, 7B, 7C 100 100 100
200 50 50

50 200 50

10 50 50 200

Fonte: Autoria propria (2026).

4.6.2. Otimizagao da Etapa de Dessorgao

A avaliagéo do tempo de dessorgao foi realizada por planejamento univariado,
em triplicata. O experimento foi feito utilizando urina sintética fortificada em 500 ug
L', sendo submetida a tempos de dessorgédo de 10, 15, 20 e 25 minutos com o
solvente de dessorgao otimizado. Os resultados foram avaliados por resposta de

area e RSD, assim como por ANOVA e Tukey.

4.6.3. Otimizagao da Etapa de Extragcao

Nesta etapa, foi avaliado concomitantemente tempo de extracéo e pH através
de um planejamento multivariado composto central, pelo software Statsoft
Statistica®, descrito na Tabela 8. Os experimentos foram realizados em urina
sintética fortificada em 500 ug L', e a etapa subsequente de dessorgéo foi realizada
com os demais parametros ja otimizados. A selecdo do tempo de extracdo e pH
deu-se pelo Statsoft Statistica®, através da obtengdo de uma superficie de resposta

e através da avaliagado de parametros de desejabilidade do planejamento proposto.
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Experimento Tempo de extragao (min) pH
1 30,00 3,00
2 30,00 7,00
3 60,00 3,00
4 60,00 7,00
5 23,78 5,00
6 66,21 5,00
7 45,00 2,17
8 45,00 7,83
9(C) 45,00 5,00
10 (C) 45,00 5,00

Fonte: Autoria prépria (2026).

4.7. Resumo das Condi¢oes Otimizadas

A membrana de polipropileno foi cortada em partes de 1,5 cm de comprimento
e impregnadas em 250 pyL de DES composto de timol:Cs (2:1, fragdo molar) por 10

minutos. Em seguida, a membrana impregnada foi imersa em 1,5 mL de amostra

de urina sintética pH 5 por 60 minutos para a extracdo dos analitos. Apds, a

membrana foi imersa em 300 pL de solvente de dessor¢ao, uma mistura composta

por acetonitrila:metanol (1:1, v/v), por 25 minutos.

Figura 4. Esquema da metodologia otimizada.

Impregnacdo do solvente extrator Etapa de Extracdo Etapa de dessorgéo
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, sintética

| I
"""" T H*é

300 pL de solvente de dessorgdo

o LTI

Sistema de 96 pogos de amostragem

=

—E

250 pL de DES 1,5 mL de amostra de urina sintética
10 minutos 60 minutos de extragdo 25 minutos de dessor¢io
Perfil dos picos dos analitos no cromatograma m
UL ” ) SMP SMTX = F"J
T 9,9min _~ 105min %‘j
CITLITLTT p b I JE-E_E:J
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HPLC-DAD

Fonte: Autoria propria (2026).
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4.8. Parametros Analiticos de Mérito

Foram construidas curvas de calibracdo para cada analito com oito pontos,
realizadas em triplicata para cada ponto, utilizando urina sintética. A partir destas
curvas foram obtidos parametros analiticos de mérito como limite de quantificagao
(LOQ), definido como o primeiro ponto da curva de calibragdo em que se obteve
resposta com precisdo adequada (RSD < 20%) e limite de detecg¢do (LOD), definido
como LOQ dividido por 3,3*. Também foi obtida faixa linear de trabalho e
coeficiente de determinacgdo (R?), bem como exatiddo, preciséo e linearidade do
método.

A precisao foi avaliada sob duas abordagens, intradia e interdia. Na intradia, os
valores de RSD foram avaliados em triplicatas no mesmo dia (n=3). Ja para a
precisao interdia, o mesmo método é aplicado em trés dias consecutivos (n=9).
Ambas foram comparadas nas concentragbes de 25, 50, 300 e 500 ug L, (pontos
minimos, meédios e maximos das curvas, respectivamente).

A exatiddo do método foi verificada conforme diretrizes da AOAC, por meio de
ensaios de recuperacgao, definidos como um percentual da razao entre o resultado
meédio de recuperagao dos analitos e o valor real da concentracédo dos analitos
adicionados a amostra. Esta avaliagao foi realizada em uma amostra de urina
sintética fortificada em quatro niveis de concentracdo, presentes na faixa linear de
trabalho, sendo estes: 25, 50, 300 e 500 ug L.

4.9. Aplicacao da Metodologia

A metodologia otimizada e validada foi aplicada em duas amostras de urina
sendo que um dos individuos nao estava fazendo uso de sulfas, e o outro estava
fazendo uso de sulfametoxazol. As amostras avaliadas sédo descritas neste estudo

como amostras A e B.
4.10. Seguranga no Laboratério e Residuos Gerados
Foram adotadas medidas de segurancga, tais como o uso de EPIs, como jaleco,

sapatos fechados e principalmente luvas. Os residuos gerados durante a

preparacao das amostras e analise por HPLC, foram armazenados em contentores
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apropriados e posteriormente encaminhados a empresa responsavel pelo
tratamento de residuos da Universidade Federal de Santa Catarina. Tais medidas
sdo essenciais para garantir a integridade do ambiente de trabalho, ndo apenas

aos envolvidos na pesquisa, mas também aos membros do laboratorio em geral.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Selecao do Solvente de Extragcdao: Preparo e Avaliacdao do Sinal

Individual

Conforme descrito anteriormente, foram preparadas as dezesseis combinagdes
de DES selecionadas, sendo que as propor¢gdes 1:1 e 2:1 formaram a mistura
eutética sem necessidade de agitagdo ou aquecimento, enquanto as proporc¢des
3:1 e 3:2 necessitaram de ambos, sendo assim submetidas aos dois processos
para formagdo da mistura eutética. Os DES timol:C7, timol:Cs e timol:C10, na
proporcdo 3:1, apesar de formarem a mistura, rapidamente retornam ao estado
inicial solido, e por tal, ndo seguiram para a etapa de avaliagdo dos sinais e teste
de extragao.

Na avaliacdo dos sinais individuais, constatou-se que nenhuma das treze
combinagdes apresentaram interferentes nos mesmos tempos de retencdo dos
analitos estudados, logo estes mesmos foram submetidos a testes de extracéo,
realizados em duplicata, em urina sintética fortificada em 500 pg L', com 60
minutos de extragdo e 20 minutos de dessorgao. A partir das areas normalizadas
dos picos cromatograficos, foi elaborado o grafico apresentado na Figura 4, no qual
observou-se o destaque do timol:Ce 3:1 e 2:1. A partir destes dados, foram
realizados os testes ANOVA e Tukey, que comprovaram diferenca estatistica
significativa entre os DES avaliados, como também se comprovou que a mistura
timol:Ce na proporcéao 3:1 difere dos demais. Porém, esta proporcéo em especifico
solidifica com o tempo em repouso, entdo pensando na continuidade do trabalho,
avaliando o nivel de significancia, as areas normalizadas e os RSDs de cada um,

o DES timol:Cs na proporgao 2:1 foi selecionado como solvente de extragao.
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Figura 5. Grafico de barras da otimizag¢ao do solvente de extracao.
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Fonte: Autoria propria (2026).

5.2. Otimizagao do Solvente de Dessorcao

Para selecido do solvente de dessorgao, foram realizados os experimentos do
planejamento multivariado. No preparo dessas amostras, utilizou-se o timol:Cs
(2:1), previamente selecionado, uma amostra de urina sintética fortificada em 500
ug L', 60 minutos de extragdo e 20 minutos de dessorgdo. A partir das médias
geométricas das respostas dos analitos, foi gerada a superficie de resposta (Figura
6), com R? de 0,7435, a partir de um modelo matematico construido pelo cubico
especial, demonstrando uma relagao satisfatéria dos resultados, indicando que na
regido de mistura de acetonitrila e metanol, que compreende de 50% de ambos até
100% de metanol, tem-se as melhores respostas. Entretanto, ao se avaliar os
cromatogramas obtidos com 100% de metanol, alguns picos ndao apresentavam
resolucdo adequada quando se comparado a adigao de uma proporcao de ACN a
mistura deste solvente. Assim, para garantir areas com precisdao e exatidao, foi
selecionada uma mistura de ACN:MeOH (1:1, v/v), que esta em uma condigéo

6tima pela superficie de resposta gerada.
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Figura 6. Superficie de resposta da sele¢cao do solvente de dessorgao.
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Fonte: Autoria prépria (2026).

5.3. Otimizacao do Tempo de Dessorgao

A escolha de um tempo de dessorgdo adequado é fundamental para a eficiéncia
desta etapa. Intervalos demasiadamente curtos podem comprometer a completa
dessorgao dos analitos extraidos, enquanto tempos excessivamente longos podem
afetar o retorno da mistura (solvente-DES-analitos) para os poros da membrana
oca nao preenchidos. Assim, torna-se essencial estabelecer um equilibrio que
assegure resultados representativos da concentragdo dos analitos na amostra.

Para otimizacdo do tempo de dessorcéo, procedeu-se a analise em triplicata,
de uma amostra de urina sintética fortificada em 500 ug L', utilizando tempos de
dessorcao de 10, 15, 20 e 25 minutos. Nesse contexto, além do grafico de barras
(Figura 7), foi realizada a ANOVA, que indicou diferenga significativa entre os
tempos avaliados. Com base nisso, foi feito também o teste de Tukey, que mostrou
que os maiores tempos nao diferem significativamente entre si, o menor tempo
apresentou resultado significativamente inferior, enquanto o tempo de 15 minutos
nao diferiu dos demais.

Embora os dois maiores tempos tenham apresentado desempenho

semelhante, observou-se que um deles apresentou maior variabilidade entre as
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repeticoes. Assim, a escolha recaiu sobre o tempo de 25 minutos, que, além de
estar no grupo de melhor desempenho, apresentou maior preciséo e consisténcia

nos resultados.

Figura 7. Grafico de barras da otimizagdo do tempo de dessorcéo.
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Fonte: Autoria propria (2026).

5.4. Otimizagcao da Etapa de Extragao

A Ultima etapa interferente na HF-MMLLE a ser otimizada, foi a etapa de
extragcdo. Dentro desta etapa, foram avaliados os parametros tempo e pH. De
maneira similar a etapa de dessorcao, a condi¢ao 6tima de tempo de extracdo deve
ter duracao suficiente para promover a extragcdo dos compostos de interesse
presentes na amostra, evitando, entretanto, a migragao dos analitos ja extraidos de
volta para a amostra.

Para selecao do tempo e pH, foram realizados os experimentos do
planejamento multivariado. No preparo dessas amostras, utilizou-se o timol:Cs
(2:1), previamente selecionado, uma amostra de urina sintética fortificada em 500
ug L', 60 minutos de extragdo e 25 minutos de dessorgdo. A partir dos dados
obtidos, gerou-se a superficie de resposta (Figura 8) com R? de 0,8266, a partir de

um modelo linear quadratico com efeito de duas variaveis, indicando uma regiao
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6tima de pH 5 e tempo de extracdo acima de 60 minutos. Apesar disso, o formato
da superficie sugere tempos ainda maiores como 6timos, fazendo com que o
grafico ndo apresente o formato classico esperado — uma superficie com
concavidade bem ao centro do grafico — o que mostra que nem sempre ha
concordancia entre o ajuste matematico e os dados experimentais. Por isso, a
funcdo de desejabilidade do método (Figura 9) foi utilizada para corroborar a
escolha das condigbes 6timas, ja que integra as respostas em um unico indice de
otimizacao. A partir dessa analise, observou-se que o pH 5 apresentou a maior
desejabilidade, sendo escolhido como condi¢&o ideal. No caso do tempo, o valor
estimado foi de 66 minutos; contudo, considerando a frequéncia analitica e a
necessidade de praticidade, optou-se por arredondar para 60 minutos. Dito isso,

pH 5 e tempo de extragdo de 60 minutos foram selecionados como condi¢cbes
otimas.

Figura 8. Superficie de resposta do planejamento composto central.
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Fonte: Autoria prépria (2026).
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Figura 9. Graficos de desejabilidade do planejamento composto central.
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Fonte: Autoria propria (2026).

5.5. Parametros Analiticos de Mérito

Utilizando as condigdes otimizadas em urina sintética, foram obtidas curvas de

calibragdo para cada analito. Os parametros obtidos sao apresentados na Tabela

9.

Tabela 9. Dados obtidos para os parametros de mérito.

Analitos
Paramet
arametros SDZ STZ SMP SMTX
Equacao da reta y = 14,28x - y =10,869x + y =210,95x - y =178,49x -

392,52 221,91 852,08 317,8

LOQ (ug L) 25,0 50,0 10,0 10,0

LOD (ug L") 7,57 15,15 3,03 3,03
Faixa linear (ug L") 25-500 50 — 500 10 - 500 10 — 500
R2 0,9987 0,9986 0,9979 0,9977

Fonte: Autoria prépria (2026).

As faixas lineares de trabalho variaram de 10 — 500 pg L', com R? superiores
a 0,9977 e valores de LOD e LOQ de 7,57 e 25,0 ug L para sulfadiazina, 15,15 e
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50,0 yg L' para o sulfatiazol, e 3,03 e 10,0 yg L' para sulfametoxipiridazina e
sulfametoxazol, respectivamente para cada analito.

A Tabela 10 exibe os resultados da avaliagao da precisdo do método proposto.
A precisao intradia variou de 0,58 a 12,28%, enquanto a interdia variou de 6,16 a
15,01%. A tabela apresenta ainda a exatidado do método, avaliada pela porcentagem
de recuperacgdao relativa (%RR), que apresentou valores que variaram de 67,55% a
107,17%. Os valores obtidos tanto para precisdo, quanto para exatiddao, sio
considerados satisfatérios, uma vez que estéo de acordo com as diretrizes da AOAC#’
que determina que o RSD na precisdo deve ser menor que 20%, e que a %RR
encontre-se entre 60 e 115% para concentragdes entre 10 e 99 ug L' e 80 e 110%
para concentragdes entre 100 e 1000 ug L. Para a sulfadiazina, na concentragao de
25 ug L, o valor de %RR ficou muito proximo do limite inferior (67,55%), e isso porque
esta possui o menor valor de log Kow entre os quatro analitos, preferindo permanecer

em meio hidrofilico.

Tabela 10. Dados obtidos para precisado e exatiddo do método.

Precisédo expressa pelo RSD Exatiddo expressa pela

| 3 %RR
Analitos Corzﬁzntff")cao - - %
ntr(a:zlg)( %) Inte(rndzlg)( %) Urina sintética
25 5,14 15,01 67,55
Sulfadiazina 300 0.58 1135 104,27
500 10,13 7,33 101,40
50 12,28 11,75 97,72
Sulfatiazol 300 10,64 10,73 102,14
500 188 7.1 107,17
25 119 12,18 98,20
Sulfametoxipiridazina 300 7.85 12,08 96,24
500 4,55 6,98 94,54
25 4,42 10,57 92,97
Sulfametoxazol 300 8.20 12,59 100,38
500 5,30 6,16 103,82

Fonte: Autoria propria (2026).
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5.6. Aplicagao da Metodologia

A separagédo das sulfas deu-se conforme a Figura 10, onde apresentam-se os
tempos 5,2 minutos para a sulfadiazina, 5,8 para o sulfatiazol, 9,9 para a
sulfametéxipiridazina e 10,5 minutos para o sulfametoxazol. O perfil da separagao
foi exposto aqui para comparagao com os tempos de retengdo dos analitos nas

amostras estudadas, quando presentes.

Figura 10. Perfil dos picos dos analitos estudados.
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Fonte: Autoria propria (2026).

Para avaliacao da aplicabilidade da metodologia proposta, foram analisadas
duas amostras reais de urina provenientes de individuos distintos, sendo uma de
um individuo que nao fazia uso de sulfonamidas e outra de um individuo em
tratamento com sulfametoxazol. Considerando a elevada complexidade da matriz
urina, caracterizada pela presenca de diversos compostos endégenos e exdogenos
que podem atuar como interferentes na detecgao dos analitos, cada amostra foi
analisada em duplicata, sendo uma replicata considerada como branco da matriz e
a outra como amostra teste*?.

Através da ferramenta de subtracdo presente no software LCSolution da
Shimadzu, os perfis cromatograficos obtidos demonstram a eliminagdo de sinais

provenientes da matriz e a obtengcdo de cromatogramas mais seletivos. Para a
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amostra A, referente ao individuo ndo exposto as sulfonamidas, as Figuras 11 e 12
apresentam os cromatogramas do branco e da amostra teste, respectivamente,
enquanto a Figura 13 mostra o cromatograma resultante da subtragcdo. Observa-se
a remocéao eficiente dos picos interferentes, resultando em um perfil cromatografico
limpo, sem a presenga de sinais atribuiveis aos analitos de interesse, 0 que

evidencia a seletividade do método.

Figura 11. Cromatograma usado como branco da amostra A.
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Fonte: Autoria propria (2026).

Figura 12. Cromatograma usado como amostra teste da amostra A.
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Fonte: Autoria prépria (2026).
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Figura 13. Cromatograma resultante da subtragdo da amostra A.
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Fonte: Autoria propria (2026).

Para a amostra B, proveniente do individuo em uso de sulfametoxazol, as
Figuras 14 e 15 correspondem aos cromatogramas do branco e da amostra teste,
respectivamente, e a Figura 16 apresenta o cromatograma obtido apds subtracao.
Nesse caso, observa-se um pico bem definido no tempo de retencdo de
aproximadamente 10,5 minutos, com uma area de 10551, caracteristico do
sulfametoxazol, confirmando sua presenga na amostra. A aplicacdo da subtragao
cromatografica permitiu reduzir significativamente a interferéncia da matriz,

facilitando a identificagdo do analito mesmo em uma matriz complexa.

Figura 14. Cromatograma usado como branco da amostra B.
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Fonte: Autoria propria (2026).



Figura 15. Cromatograma usado como amostra teste da amostra B.
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Fonte: Autoria propria (2026).
Figura 16. Cromatograma resultante da subtragdo da amostra B.
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Fonte: Autoria propria (2026).

Ainda, com o valor de area obtida para o pico indicado, foi possivel através da
curva analitica, obter um valor de concentracao para este analito na amostra, de 61
ug L.

Dessa forma, os resultados demonstram que a metodologia proposta,
associada ao tratamento de dados cromatograficos, apresenta adequada
seletividade e aplicabilidade para a determinacdo de sulfonamidas em amostras
reais de urina, sendo possivel inclusive a quantificagdo quando presentes. A

estratégia adotada mostrou-se eficaz na minimizagao de interferéncias da matriz,
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contribuindo para a confiabilidade dos resultados analiticos e evidenciando o

potencial do método para aplicagdes em analises de rotina.

5.7. Comparagao da Metodologia com Estudos Previamente Reportados

A Tabela 11 apresenta uma comparagdo entre a metodologia proposta e
meétodos descritos na literatura para determinacéo de sulfonamidas em matrizes
biolégicas. De maneira geral, a HF-MMLLE utilizando um solvente eutético
profundo hidrofébico (timol:Cs, 2:1 razdo molar) apresentou desempenho
competitivo em relagcdo as demais estratégias de preparo de amostras. Embora
empregue um volume de amostra intermediario (1,5 mL), quando comparado as
metodologias avaliadas, a principal vantagem observada foi o tempo médio de
preparo por amostra, de aproximadamente 0,98 minutos, valor significativamente
inferior aos reportados na literatura, que variam entre 10 e 55 minutos. Cabe
ressaltar que esse tempo corresponde ao processamento simultaneo das amostras
no sistema de placas de 96 pocos, refletindo a elevada frequéncia analitica
proporcionada pela metodologia, e ndo ao preparo individual de cada amostra.
Esse aspecto evidencia o potencial do método para aplicagdes que demandam
elevada produtividade e analise de grande numero de amostras.

Além da elevada frequéncia analitica, a utilizagdo de um DES como fase
extratora representa uma alternativa alinhada aos principios da Quimica Analitica
Verde, substituindo solventes orgéanicos convencionais e reduzindo o impacto
ambiental do preparo de amostras. No que se refere a instrumentacao, apesar de
alguns métodos empregarem detectores mais sensiveis, como LC-MS/MS, a
combinacao entre HF-MMLLE e HPLC-DAD proporcionou limites de quantificacéo
adequados e recuperagoes satisfatérias para todos os analitos estudados.
Considerando ainda que detectores por arranjo de diodos apresentam menor custo
de aquisicdo e manutencdo e sdo amplamente disponiveis em laboratorios de
rotina, a metodologia proposta demonstra-se uma alternativa simples, rapida,
sustentavel e analiticamente confiavel para a determinagdo de sulfonamidas em

amostras de urina.
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Tabela 11. Tabela comparativa de trabalhos publicados na literatura com o método proposto.

Técnica de Vol g Média de tempo do
olume de
Analitos preparo de Fase extratora ) preparo de amostra/ Instrumentacéo Ref.
amostra
amostras por amostra (min)
SDz
STZ DES (Timol:Cs 2:1, fracéo
SMP HF-MMLLE 1,5mL 0,98 HPLC-DAD Este trabalho
SMTX molar)
SDz
SMT I
SMR p-LPME Tributil Fosfato 10 uL 10 HPLC-DAD [49]
SMTX
STZ . .
SMR SALLE + online ACN + resina de troca
SMTX L 400 pL 13 HPLC-DAD [50]
SDMX SPE aniénica AX
SDZ | -
SMR Microesferas de poliestireno
IS-u-dSPE 4 mL 35 HPLC-MS/MS [51]
SSIEAD\ sulfonado (sPS)
Diluicao +
e QUEChERS d-  Kit 0Q™ QUECHERS d-SPE 0,5 mL 55 LC-QqQ-MS/MS [52]
SPE

Legenda: SMT: sulfametazina; SMR: sulfamerazina; SDMX: sulfadimetoxina; SGD: sulfaguanidina; SFA: sulfanilamida; y-LPME: micro microextragéao
em fase liquida; SALLE: extragdo liquido-liquido por salting-out; 1S-u-dSPE: microextracao em fase sodlida dispersiva por seringa; HPLC-MS/MS:
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas com duplo quadrupolo; HPLC-QqQ-MS/MS: cromatografia liquida de alta

eficiéncia acoplada a espectrometria de massas com triplo quadrupolo.
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6. CONCLUSOES

A metodologia empregada neste estudo para a determinacao de sulfonamidas,
tais como sulfadiazina, sulfatiazol, sulfametdxipiridazina e sulfametoxazol, que
consiste na utilizacdo de DES como fase extratora na técnica de HF-MMLLE, com
quantificacdo por HPLC-DAD, demonstrou resultados satisfatérios. A possibilidade
de integragdo da técnica com o sistema de 96 pogos de amostragem, além de
apresentar vantagens do ponto de vista analitico em termos de frequéncia analitica,
também apresenta vantagens do ponto de vista ambiental, visto o fato da
metodologia estar alinhada aos principios da Quimica Analitica Verde. A
metodologia foi otimizada e validada com éxito, destacando o potencial dos
solventes eutéticos profundos como substitutos eficazes dos solventes organicos
tradicionalmente empregados. Os parametros analiticos de mérito foram avaliados
de forma satisfatoria, demonstrando a confiabilidade do método proposto, com
limites de quantificagdo de 10 ug L' e coeficientes de determinagdo adequados
para todos os analitos. As precisdes intradia e interdia, assim como as
recuperacoes relativas, apresentaram resultados dentro da faixa determinada pela
AOAC, notabilizando a eficacia do método proposto. Também, a aplicacdo da
metodologia em amostras reais, aliada ao uso do software LCSolution presente no
equipamento de analise, evidenciou a possibilidade de eliminagcao de interferentes,
demonstrando que mesmo uma matriz de carater mais complexo € passivel de ser
adequadamente analisada.

Apesar dos resultados promissores obtidos, algumas limitagdes da metodologia
devem ser consideradas. A aplicacdo do método depende da obtencao prévia dos
solventes eutéticos profundos (DES), etapa que requer o preparo da fase extratora
antes de sua utilizagao. Além disso, a determinagao foi realizada por HPLC-DAD,
cujos limites de deteccdo e quantificacdo sdo inerentemente superiores aos
alcancados por detectores mais sensiveis, como a espectrometria de massas,
restringindo a determinagdo de concentracbes ainda menores dos analitos.
Também nao foram avaliadas a robustez do método, a reutilizagdo das membranas
microporosas de fibra oca e a contribuicdo da membrana isoladamente para o
processo de extracdo. Como perspectivas, tem-se a aplicagdo da metodologia a
um maior numero de amostras reais, a investigacao do efeito matriz, a avaliagao

da reutilizagdo e da capacidade extratora da membrana, bem como a determinacao
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da robustez do método, assim como a aplicagdo de métricas verdes (como
AGREEprep ou GAPI) para uma avaliagado quantitativa do desempenho ambiental

da metodologia proposta.
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APENDICE A — DADOS DOS TESTES ESTATISTICOS REALIZADOS PARA
SELECAO DO SOLVENTE DE EXTRAGAO

Tabela A-1. Dados da ANOVA para os solventes de extragéo.

Fonte de variagdo  GL SQ QM F p-valor
Entre grupos 12 16165,22066 1347,10172 7,47481 <0,0001
Dentro dos grupos 39 7028,53632 180,21888
Total 51 23193,75699

Tabela A-2. Teste de Tukey para os solventes de extragio.

56

DES Média Grupo
Timol:C6 (3:1) 94,5648 A
Timol:C6 (2:1) 77,31137 A B
Timol:C6 (3:2) 73,74016 A B C
Timol:C7 (3:2) 65,73293 A B C
Timol:C8 (2:1) 65,31514 A B C
Timol:C7 (2:1) 65,2438 A B C
Timol:C8 (3:2) 57,63372 B C D
Timol:C10 (3:2) 53,50465 B C D
Timol:C6 (1:1) 50,13867 B C D
Timol:C8 (1:1) 42,31985 C D
Timol:C10 (2:1) 41,86839 C D
Timol:C7 (1:1) 40,55699 C D
Timol:C10 (1:1) 25,97876 D

Legenda: Médias que ndo compartilham uma letra séo significativamente diferentes.



APENDICE B — DADOS DOS TESTES ESTATISTICOS REALIZADOS PARA
SELEGCAO DO TEMPO DE DESSORGCAO

Tabela B-1. Dados da ANOVA para os tempos de dessor¢ao.
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Fonte de variagéo GL SQ QM F p-valor
Entre grupos 3 3553,6613 1184,55377 4,87142 0,01928
Dentro dos grupos 12 2917,9685 243,16404
Total 15 6471,6298

Tabela B-2. Teste de Tukey para os tempos de dessor¢ao.

Tempo (min) Média Grupo
25 97,09619 A
20 95,74935 A
15 74,19543 A B
10 61,73391 B

Legenda: Médias que nao compartilham uma letra sao significativamente diferentes.
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