19 a 21 de

outubro 2026

MENINAS E MULHERES NA CIENCIA

USO DE DLLME COMPARADA A SPE PARA A DETERMINACAO DE
CONTAMINANTES DE PREOCUPACAO EMERGENTE EM AMOSTRAS
AMBIENTAIS"

MIQUEIAS DE CASTRO DA SILVA"**, ENDI ADRIANO FURES®, MARLON ROHR
PIRES?, ANDERSON K. RENNER*, LIZIARA DA COSTA CABRERA?*®

1 Introducio

O avan¢o humano trouxe consigo diversas substancias que refletem o estilo de vida
cotidiano da populagdo. Uma sociedade cada vez mais consumista produz essas substincias em
larga escala para atingir o maior numero possivel de consumidores, conforme descrevem Wolf
et al. (2022).

Diante dessa situagdo, observa-se o uso continuo e desenfreado de substincias que
alcancam o meio ambiente com facilidade, os chamados contaminantes de preocupacgdo
emergente (CPE), categoria que inclui agrotoxicos, parabenos, antibioticos e outras substancias
organicas e/ou sintéticas, conhecidas ou ndao, com potencial de causar impactos negativos a
saude humana e aos demais organismos (Vedana, 2022). A identificagdo de CPE requer
métodos tradicionais e inovadores, selecionados conforme a matriz ambiental ¢ os
contaminantes de interesse, sendo a cromatografia e a espectrometria de massa frequentemente
empregadas por sua alta precisdo e sensibilidade (Montagner et al., 2017).

O presente trabalho teve por objetivo o desenvolvimento e a comparagdo de métodos
analiticos baseados na microextracao liquido liquido dispersiva (DLLME, do inglés dispersive
liquid-liquid microextraction) e na extragdo em fase solida (SPE, do inglés solid phase
extraction), para determinacao de 48 CPEs, sendo 38 agrotoxicos, 7 parabenos e 2 antibioticos
em amostra de 4gua por cromatografia liquida de ultra performance acoplado a espectrometria
de massas em tandem (UPLC-MS/MS, do inglés Ultra performance liquid chromatography

tandem mass spectrometry).
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2 Objetivos

Desenvolvimento e validagdo de método por UPLC-MS/MS e preparo de amostra

baseados nas técnicas DLLME e SPE para determinar CPE em amostras aquosas.

3 Metodologia

Todos os testes foram realizados na Central Analitica da UFFS, campus Cerro Largo.
Para todas as andlises foi utilizado um Sistema de Cromatografia Liquida de Ultra performance
acoplado a espectrometria de massas em sequéncia (UPLC-MS/MS), equipamento da Waters,
Milford, EUA: coluna Acquity UPLC BEH C;s (2,1x100 mm, 1,7 um); detector MS triplo
quadrupolo, modelo Xevo TQ-S micro; interface/fonte de ionizagdo por eletronebulizagao;
sistema de aquisi¢do de dados software MassLynx 4.1.

Para a técnica baseada na DLLME, foram testados trés solventes como extratores:
tetracloreto de carbono (TDC) (CCL) com densidade 1,59 g/cm’ e solubilidade em agua de 0,8
g/L, diclorometano (DCM) (CH.Cl,) com densidade 1,33 g/cm?® e solubilidade em agua de 20
g/L, e isoctano (ISC) (CsHis) com densidade 0,69 g/cm’ e solubilidade em agua de 0,00056 g/L
(valores a 20 °C). Os volumes foram 50 e 100 pL, escolhidos de acordo com a disponibilidade
em estoque e por serem os menos toxicos. Os solventes dispersores foram o etanol e a acetona,
ambos com densidade de 0,79 g/cm?® a 20 °C e soluveis em agua, e volume fixado em 750 pL.

Foram realizados sete testes (T) combinados: T1 - TDC (50 puL) com etanol; T2 - DCM
(50 puL) com etanol; T3 - ISC (50 pL) com etanol; T4 - TDC (100 pL) com acetona; T5 - DCM
(100 pL) com acetona; T6 - ISC (100 puL) com acetona; e T7 - TDC (100 pL) com etanol.

A solugdo extratora com dispersor foi preparada e injetada por uma seringa em 10 mL
de amostra de agua ultrapura fortificada. A mistura foi para ultrassom por 5 minutos, seguida
de centrifugagdo a 3500 rpm a 20 °C por 5 minutos. Por fim, analise por UPLC-MS/MS.

Para a técnica baseada na SPE, um volume de 250 mL de amostra foi filtrado em
membrana de acetato de celulose (0,45 pm) para remocao de interferentes e acidificado a pH 3,
condi¢do que favorece a interagdo de determinados compostos. Em seguida, a amostra foi
percolada (fluxo de 10 mL/min) por cartuchos Cis (500 mg, 3 mL), previamente condicionados
com metanol e dgua ultrapura. A elui¢cdo dos analitos foi feita com 2 mL de metanol, resultando
em um fator de pré-concentracdo de 125 vezes, seguida de analise cromatografica.

Por fim, para validagdo conforme preconiza o INMETRO (2021): os parametros de

exatiddo e precisdo foram calculados, com aceite do critério de recuperacdo entre 50 e 120% e
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DPR <20%. Os niveis de concentragdo avaliados foram 0,5, 1, 10, 20, 50 e 100 pg/kg.

4 Resultados E Discussao

Para os testes baseados na técnica da DLLME: No teste T1, com tetracloreto de carbono
(TDC) e etanol, a mistura formou emulsdo e microbolhas ao ser adicionada a amostra aquosa,
mas, apos centrifugacdo, extraiu-se apenas uma gota menor que 20 pL da fase sedimentada,
volume insuficiente, resultado do pequeno volume de solvente (50 puL) somado as perdas de
fase retida nas microbolhas geradas na injecao. Essa dificuldade em obter volumes maiores ja
havia sido apontada por Rezaee et al. (2006), precursores da técnica. J4 no T4, com TDC e
acetona, a emulsao e as microbolhas formadas foram menos intensas, porém houve formagao
de fase binaria, permitindo extrair uma gota de 50 pL, diluida 100 vezes em 50 puL de metanol.
Ainda assim, apenas 9 compostos apresentaram recupera¢do (REC) acima de 30% com desvio
padrao relativo (DPR) menor que 20%: o uso de maior volume de TDC com outro dispersor,
mesmo viabilizando a extragdo da gota, trouxe bons resultados para apenas 18,75% dos
compostos estudados.

Contudo, no teste T7, com TDC e etanol, foi possivel extrair uma gota de 50 pL, seca
sob fluxo de nitrogénio e re-diluida em 50 pL de metanol, resultando em um FD de 100 vezes.
Dos 48 compostos estudados, apenas 13 apresentaram exatidao adequada, com recuperagdes
entre 35 e 72% e DPR menor que 20%. Esse nimero reduzido decorre da natureza apolar do
TDC frente a ampla polaridade dos analitos: os compostos recuperados sdo majoritariamente
organofosforados, triazois e estrobilurinas, mais lipofilicos, enquanto os mais polares, como
carbamatos, antibidticos e parabenos, particionam de forma desfavoravel, cenario agravado
pelo pequeno volume de amostra utilizado (10 mL).

No teste T2, com diclorometano (DCM) e etanol, a mistura ndo gerou emulsdo nem
microbolhas. O etanol atende ao requisito de miscibilidade da técnica, mas seu uso em volume
elevado (750 pL) altera a polaridade da fase continua, aumentando a solubilidade do extrator e
dissolvendo-o em vez de formar goticulas, comportamento também relatado por Zaruba et al.
(2024) ao avaliarem a estabilidade da formagdo turva nessa técnica. O teste TS, com
diclorometano e acetona, apresentou comportamento semelhante: apds o ultrassom, houve
poucas microbolhas e nenhuma formagdo de fase bindria, repetindo a limitacdo do T2, a

afinidade do diclorometano pela dgua, independentemente do dispersor.
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No teste T3, com isoctano (ISC) e etanol, a mistura formou pouca emulsdo e, apos
centrifugacdo, nao houve separagao de fases. Condi¢ao semelhante ocorreu no T6, com 100 puL.
de isoctano e 750 uL de acetona: mesmo apo6s o ultrassom, formaram-se poucas microbolhas e
ndo foi possivel extrair uma gota da fase suspensa, inviabilizando o experimento, mesma
limitagdo de densidade do T3. O principio da técnica ¢ gerar emulsdo e microbolhas que
ampliem a drea de contato para captagdo do analito (Rezaee et al., 2006); como o ISC ¢ menos
denso que a 4gua, esperava-se formacgao de gota superficial, mas o resultado nao foi satisfatério
em nenhum dos testes, ja que o solvente parece ter se solubilizado quase totalmente na agua,
provavelmente pela combinagao de ultrassom e centrifugagao.

O método por SPE foi validado e foi adequado para 37 compostos no ensaio intradia,
sendo 29 agrotdxicos, 7 parabenos e um antibidtico. Os limites de quantificagao foram de 4
ng/L para 8§ compostos, 8 ng/L. para 21 compostos, 80 ng/L para 6 compostos e, para 2
compostos, 160 ng/L. Esses valores do LOQ sdo suficientes para o monitoramento de CPE em
agua de abastecimento, preconizadas na Portaria GM/MS n° 888, de 4 de maio de 2021 do
Ministério da Saude, que classifica os alguns agrotoxicos de acordo com o nivel de toxicidade
dos compostos, como o carbendazim, profenofds, simazina, entre outros validados.

De modo geral, a DLLME apresentou recuperagdes inferiores as da SPE. O solvente
extrator Unico e apolar favorece analitos lipofilicos e penaliza compostos polares (carbamatos,
neonicotinoides, antibidticos, parabenos), € o menor volume de amostra e de fase extratora
reduz a massa de analito disponivel. A SPE beneficia-se do maior volume amostral e do fator
de pré-concentragdo (125 vezes), retendo em C,s ampla faixa de polaridade, o que explica sua

maior robustez.

5 Conclusao

Os testes de DLLME ndo se mostraram totalmente satisfatorios, ja que algumas
combinagdes entre solventes extratores e dispersores ndo geraram interacdo suficiente para
favorecer a extragao, caso do isoctano, que ainda precisa de mais otimizagao e testes com outros
dispersores, além de um planejamento experimental formal. Esse planejamento também poderia
beneficiar os testes que ja apresentaram resultados, ainda que com poucas recuperagdes, cOmo
o0T4eoT7.

O aprimoramento desses testes pode tornar a DLLME mais econdmica em volume de

amostra e de solvente, contribuindo para o monitoramento de multiplos compostos em aguas



19 a 21 de

outubro 2026

MENINAS E MULHERES NA CIENCIA

ambientais. Assim, ela pode se tornar tdo viavel quanto a SPE que, apesar de eficiente, exige

maiores quantidades de amostra e solvente.
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