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“Sem sonhos, as perdas se tornam insuportáveis, 

as pedras do caminho se tornam montanhas, 

os fracassos se transformam em golpes fatais. 

Mas, se você tiver grandes sonhos... 

seus erros produzirão crescimento, 

seus desafios produzirão oportunidades, 

seus medos produzirão coragem. 

Por isso, meu ardente desejo é que você 

NUNCA DESISTA DOS SEUS SONHOS!” 

 

Augusto Cury 
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RESUMO 
 
 

DETERMINAÇÃO DE CONTAMINANTES EMERGENTES EM ÁGUA UTILIZANDO 
MICROEXTRAÇÃO ADSORTIVA EM BARRA (BAµE) E UHPLC-MS/MS  

 
 

Autora: Maiara Priscilla de Souza 
Orientador: Renato Zanella 

 
 

Os contaminantes emergentes são substâncias que entram continuamente no meio 
ambiente e que estão sendo reconhecidas com maior profundidade devido ao avanço 
de técnicas instrumentais e de preparo de amostra. Estes compostos englobam 
diversas classes químicas, como por exemplo, fármacos, hormônios, produtos de 
higiene e cuidado pessoal, retardantes de chama, dentre outros. Uma das matrizes 
mais suscetíveis à contaminação é a água tendo em vista que a descarga de esgoto 
é uma das principais vias de poluição ambiental. A microextração adsortiva em barra 
(BAµE) tem demonstrado grande capacidade analítica para a análise de compostos 
orgânicos em nível residual e vem se tornando uma ferramenta analítica bem 
estabelecida no âmbito de preparo de amostras. Neste estudo foi desenvolvido e 
validado um método simples e de baixo custo para a determinação de 13 
contaminantes emergentes em água utilizando BAμE e empregando sorvente 
polimérico com posterior análise por cromatografia liquida de ultra eficiência acoplada 
à espectrometria de massas em série (UHPLC-MS/MS). O preparo das barras bem 
como os testes de estabilidade foram avaliados. Onze sorventes foram testados para 
revestir os dispositivos. A fim de avaliar a melhor combinação de parâmetros para a 
extração e dessorção dos analitos, utilizou-se um planejamento do composto central 
(CCD) com 4 variáveis. Os resultados da validação foram satisfatórios uma vez que 
as recuperações obtidas ficaram entre 74% e 118% com desvio padrão relativo RSD 
< 19%. Os limites de detecção e quantificação foram de 0,012 a 0,6 e 0,04 a 2,0 μg L-

1, respectivamente. O método proposto combina uma etapa de preparo de amostra 
simples e eficaz para a determinação de contaminantes emergentes em água. A 
aplicabilidade do método foi avaliada utilizando amostras reais de água de superfície, 
de torneira e mineral e destas, 6 amostras apresentaram bisfenol A (0,08-0,665 μg L-

1) e paracetamol (0,104-4,2 μg L-1). 
 
Palavras-chave: Contaminantes emergentes, Água, Microextração adsortiva em barra, 

UHPLC-MS/MS. 
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ABSTRACT 
 
 

DETERMINATION OF EMERGING CONTAMINANTS IN WATER USING BAR 

ADSORPTIVE MICROEXTRACTION (BAµE) AND UHPLC-MS/MS 

 
Author: Maiara Priscilla de Souza 

Advisor: Renato Zanella 
 

The emerging pollutants are substances that enter continuously in the environment 
and are being more recognize due to the advancement of instrumental and sample 
preparation techniques. These contaminants include several chemical classes, such 
as pharmaceuticals, hormones, personal care products, flame retardants and others. 
Water is one of the most susceptible matrix since the sewage discharge is one of the 
main routes of environmental pollution. Bar adsorptive microextration (BAμE) has 
shown great analytical capacity for the analysis of organic compounds in residual level 
and has become a well-established analytical tool in sample preparation. In this work, 
a simple and low cost method was validated for the analysis of 13 emerging 
contaminants in water using BAμE with polymeric sorbent followed by ultra high 
performance liquid chromatography with tandem mass spectrometry (UHPLC-
MS/MS). The preparation, stability tests and development of BAμE devices are also 
discussed. Eleven different coating phases were evaluated. In order to select the best 
combination of experimental conditions for extraction and back extraction, central 
composite design (CCD) with four variables was applied. Validation results were 
satisfactory, since the method presented recoveries between 74% and 118% with 
relative standard deviations (RSD) < 19%. The analytical performance presented 
detection and quantification limits of 0.012 to 0.6 and 0.04 to 2 μg L-1, respectively. The 
proposed method combines a simple and effective sample preparation for the 
determination of emerging contaminants in water using a microextraction technique 
(BAμE) followed by UHPLC-MS/MS analysis. The method applicability was evaluated 
using real samples of surface, drinking and tap water and 6 positive samples were 
found indicating the presence of bisphenol A (0.08-0.665 μg L-1) and paracetamol 
(0.104-4.2 μg L-1). 
 

Keywords: Emerging contaminants, Water, Bar adsorptive microextraction, UHPLC-

MS/MS. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O desenvolvimento tecnológico aliado ao crescimento populacional 

impulsionou o uso de inúmeras substâncias químicas, as quais são empregadas em 

nosso dia-a-dia, na indústria e na agricultura. Esses compostos são constantemente 

encontrados no meio ambiente e são conhecidos como contaminantes emergentes os 

quais são substâncias de diferentes classes e que podem estar inseridas há muito 

tempo no meio ambiente, todavia, estão sendo reconhecidas e tratadas com maior 

relevância somente nos últimos anos, devido ao avanço nas técnicas de preparo de 

amostra e determinação. 

Esses poluentes estão inseridos em inúmeras classes químicas, podendo-se 

ressaltar os fármacos, hormônios, plastificantes, produtos de higiene e cuidado 

pessoal, retardantes de chama, dentre outros. Nos últimos anos, foram observados 

muitos efeitos adversos provenientes de compostos emergentes, incluindo a 

resistência a antibióticos, abortos espontâneos, distúrbios metabólicos e incidência de 

neoplasias malignas, além da indução de bactérias mais resistentes. 

A avaliação das matrizes suscetíveis a essa contaminação é essencial para a 

inserção de novas propostas que possam auxiliar no desenvolvimento de estratégias 

plausíveis com o intuito de diminuir a contaminação e consequentemente minimizar 

impactos ambientais. 

Os contaminantes emergentes podem ser encontrados nas mais diversas 

matrizes, como por exemplo, água, solo, lodo, sedimento, alimentos, dentre outros. A 

investigação dos resíduos remanescentes nessas amostras torna-se indispensável, 

uma vez que esses poluentes ocasionam efeitos nocivos para a fauna e flora.  

Nas últimas décadas ocorreu um desenvolvimento expressivo nas técnicas de 

miniaturização tendo em vista que apresentam baixo custo, redução no tempo de 

análise e demonstram bons resultados se combinadas com uma instrumentação 

adequada. Recentemente, a microextração estática de adsorção em barra (AµE) foi 

introduzida como uma método alternativo para a determinação de traços de 

compostos polares e apolares em meio aquoso. Esta é uma tecnologia inovadora de 

amostragem por flutuação e demonstra excelente estabilidade e reprodutibilidade 

analítica para ser empregada como uma alternativa de preparo de amostra, 
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apresentado como vantagens altos fatores de enriquecimento dos analitos resultando 

na obtenção de baixos limites de detecção. A utilização desta técnica na área 

ambiental mostra-se uma alternativa adequada para a análise de poluentes 

emergentes sendo que envolve baixo consumo de solventes, resultando na menor 

geração de resíduos, e ao mesmo tempo apresenta resultados satisfatórios.  

As técnicas cromatográficas têm sido muito empregadas na determinação de 

contaminantes emergentes, dentre estas, destaca-se a cromatografia líquida sendo 

uma das técnicas majoritárias para este tipo de determinação. Os procedimentos de 

enriquecimento são essenciais para complementar essa técnica a fim de obter limites 

de detecção baixos o suficiente para determinar compostos em níveis traços. 

Assim, o desenvolvimento de novos procedimentos de preparo de amostra bem 

como a sua determinação mostram-se relevantes tendo em vista que no Brasil há 

poucos trabalhos neste âmbito demonstrando a necessidade de mais estudos nesta 

área. A otimização de métodos alternativos para a análise de contaminantes 

emergentes é uma necessidade, principalmente na matriz de água, a qual é 

fundamental em todos os aspectos da nossa vida. Além disso, há uma preocupação 

crescente com o destino de águas residuais domésticas e industriais uma vez que é 

constante a introdução de poluentes orgânicos emergentes no ciclo da água 

ocasionando efeitos adversos para saúde humana e animal.  

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo desenvolver e validar 

um método para a análise de contaminantes emergentes de diferentes classes 

(fármacos, hormônios, plastificantes, estimulantes e retardante de chama) em água 

utilizando a técnica de microextração adsortiva em barra (BAµE) com posterior análise 

por cromatografia líquida de alta eficiência acoplada à espectrometria de massas em 

série (UHPLC-MS/MS).  Foi também realizada a confecção das barras adsortivas e 

seus testes mecânicos e de estabilidade. A otimização dos parâmetros de extração e 

dessorção foram realizados através de um planejamento de composto central. O 

método foi aplicado em amostras reais, as quais foram coletadas em diferentes 

regiões de Santa Maria, RS, Brasil. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 CONTAMINANTES EMERGENTES 

 

2.1.1 Aspectos gerais  

 

A produção e liberação de compostos químicos sintéticos tornou-se uma 

atividade constante nos últimos 50 anos devido ao crescimento exponencial da 

população e dos avanços industriais. Recentemente, comunidades científicas 

reconheceram estes compostos - os quais foram chamados de contaminantes 

emergentes - como sendo substâncias que entram continuamente no meio ambiente, 

ocasionando perturbações em sistemas endócrinos e reprodutivos, alterando o 

comportamento animal e danificando tecidos (PINTADO-HERRERA et al., 2014). 

Os “contaminantes emergentes”, também conhecidos como “poluentes 

emergentes” apresentam inúmeras definições na literatura. Porém, a definição mais 

empregada é que são um conjunto de substâncias naturais ou sintéticas de diversas 

classes químicas que vem sendo descobertas e identificadas nos últimos anos. Estes 

contaminantes não são necessariamente novos compostos e podem ter estado 

presentes por um longo tempo no meio ambiente, todavia, sua presença e implicação 

na integridade dos seres vivos estão sendo reconhecidas somente agora (MEFFE & 

BUSTAMANTE, 2014). 

Os poluentes emergentes tendem a ganhar notoriedade devido a novos 

estudos relacionados, como por exemplo, com a ocorrência, destino e efeitos 

adversos que podem acarretar (DAUGHTON, 2004). Devido à aparição contínua no 

meio ambiente, esses compostos são caracterizados como sendo persistentes ou 

pseudo-persistentes. A exposição a longo prazo de alguns desses contaminantes 

pode ocasionar efeitos nocivos aos seres vivos (ALVAREZ et al., 2014). Esses 

contaminantes são considerados indicadores de atividades antropogênicas e podem 

ser associados à inúmeras classes de compostos orgânicos os quais são amplamente 

empregados pelo ser humano para diversas finalidades (RODRIGUES et al., 2014). 

Vários tipos de tratamento são aplicados na remediação desses compostos. 

Todavia, algumas vezes não são suficientes para eliminá-los tendo em vista que 

apresentam propriedades lipofílicas. Estas substâncias podem estar presentes em 
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concentrações residuais que dependem das quantidades iniciais presentes no meio 

ambiente e da sua lipofilicidade (CLARKE & SMITH, 2011). 

Anteriormente, estas substâncias eram desconhecidas em se tratando de 

concentração e/ou distribuição. Porém, estão sendo amplamente identificadas devido 

aos novos métodos de preparo de amostra e do aprimoramento das técnicas 

instrumentais (SORENSEN et al., 2015).  

Um dos aspectos mais críticos em relação aos poluentes emergentes é a não 

existência de regulamentações que possibilitem o estabelecimento de níveis 

permitidos para muitas dessas substâncias, principalmente para os novos compostos 

que estão surgindo. A falta de normativas ocasiona o descaso em relação à disposição 

dessas substâncias, e consequentemente, a contaminação torna-se constante e de 

difícil controle (BOLONG et al., 2009). 

Apesar do progresso na descoberta desses compostos, muitos estudos estão 

sendo realizados com o intuito de obter informações que forneçam dados concretos 

em relação à ocorrência, riscos e informações ecotoxicológicas dessas substâncias. 

Esses parâmetros são de extrema importância para predizer efeitos adversos à saúde 

do ser humano e de organismos aquáticos, os quais são os mais afetados pela 

contaminação (LOPEZ DE ALDA et al., 2003) 

 

 

2.2 PRINCIPAIS CLASSES DE CONTAMINANTES EMERGENTES 

 

Os contaminantes emergentes podem ser subdivididos a partir da origem, 

características físico-químicas, mobilidade/comportamento no ambiente aquoso e 

devido aos perigos associados à contaminação (STUART et al., 2012). Dentre os 

compostos que compõem a classe dos “emergentes”, podem-se ressaltar: fármacos, 

drogas de abuso, produtos de higiene e cuidado pessoal, disruptores endócrinos 

(esteroides e hormônios), compostos estimulantes (lifestyle), plastificantes, 

surfactantes, agrotóxicos, medicamentos veterinários, retardantes de chama, aditivos 

e agentes industriais, nanomateriais artificiais, dentre outros (CLARKE & SMITH, 

2011). 

Muitas dessas substâncias apresentam toxicidade em níveis que variam de μg 

L-1 a ng L-1 para a flora aquática, fauna e/ou seres humanos. Os níveis de 

concentração das diversas classes de contaminantes emergentes podem persistir no 
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meio aquático devido as taxas de transformação ou remoção dos mesmos que podem 

ser equilibradas ou superadas pela sua introdução contínua no meio ambiente (YAN 

et al., 2014; YAN et al., 2015).  

  

2.2.1 Fármacos 

 

 Os fármacos são compostos amplamente empregados para o uso humano e 

animal. A solubilidade destas substâncias em água promove uma contaminação 

contínua, principalmente em águas superficiais e subterrâneas fazendo com que 

sejam de difícil remoção, mesmo com a disponibilidade de métodos de tratamento de 

águas residuais e de processos de biodegradação (DOBOR et al., 2012). 

Estes compostos têm sido alvo de pesquisas nos últimos anos sendo 

considerados contaminantes emergentes devido às suas possíveis ameaças ao 

ambiente aquático e a saúde humana. Segundo STUART & colaboradores (2012) e 

GODFREY & colaboradores (2007) diversos compostos pertencem a este grupo, 

podendo-se ressaltar:  

 Medicamentos veterinários e antibióticos: ciprofloxacina, eritromicina, 

lincomicina, sulfametoxazol, tetraciclina; 

 Medicamentos sob prescrição: codeína, salbutamol, carbamazepina; 

 Medicamentos não prescritos: acetaminofeno (paracetamol), ibuprofeno, ácido 

acetilsalicílico. 

Os fármacos são considerados uma das classes de contaminantes emergentes 

que mais atrai os pesquisadores tendo em vista o aumento no uso de medicamentos. 

Esses números são considerados alarmantes tanto em países desenvolvidos quanto 

nos subdesenvolvidos e a quantidade real de medicamentos consumidos é de difícil 

controle, uma vez que muitos são consumidos sem receita médica ou adquiridos 

ilegalmente (SILVA & COLLINS, 2011).  

 

2.2.2 Compostos estimulantes ou “lifestyle” 

 

São compostos amplamente utilizados pela sociedade e participam da rotina 

diária de muitas pessoas (PESTA et al., 2013). As substâncias majoritários 

pertencentes a este grupo são a cafeína e a nicotina, as quais são amplamente 

detectadas em água (STUART et al., 2012). Além disso, segundo PESTA & 
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colaboradores (2013) a cafeína e a nicotina estão na lista de monitoramento da 

agência mundial anti-doping (WADA, do inglês prohibited list of the world anti-doping 

agency).  

 A cafeína é considerada um dos principais ingredientes de alguns produtos 

alimentares e medicamentos sendo uma das substâncias mais utilizadas em escala 

mundial. Além disso, é relativamente estável em condições ambientais variáveis e 

apresenta alta solubilidade e mobilidade em água (SILVA, 2014). De acordo com 

estatísticas europeias e norte-americanas, aproximadamente 90% da população 

adulta se considera usuária de café com uma média diária de consumo de cerca de 

200 mg ou 2,4 mg kg-1/dia (cerca de 2 xícaras de café). A cafeína é portanto, 

considerada a substância mais consumida e farmacologicamente ativa no mundo 

(PESTA et al., 2013; CROCQ, 2003). 

 Já a nicotina e o seu metabólito mais importante, a cotinina, são poluentes 

emergentes amplamente encontrados em recursos hídricos em todo o mundo 

(TSINISIZELI et al., 2015). A nicotina é bastante estudada principalmente devido a 

preocupação recorrente que se tem uma vez que esta substância pode ocasionar 

doenças cardiovasculares, câncer, dependência, dentre outros (CROCQ, 2003). 

  

2.2.3 Plastificantes 

 

 Os plastificantes são compostos que compreendem a classes de ésteres de 

alquila, sulfonatos de naftaleno e vários outros compostos que são adicionados aos 

materiais tais como plásticos, argilas, gesso, dentre outros. São utilizados para 

melhorar as propriedades reológicas. Um dos principais problemas provenientes 

dessa classe é que são considerados desreguladores endócrinos (PAL et al., 2014). 

 Um dos plastificantes mais conhecidos é o bisfenol A o qual é amplamente 

produzido e regularmente detectado em ecossistemas aquáticos (principalmente em 

águas de superfície e potável) devido à sua liberação contínua para o meio ambiente. 

Anteriormente este composto era sintetizado como um estrogênio artificial, porém, 

atualmente é usado como monômero para a produção de plastificantes (OEHLMANN 

et al., 2008). Estudos recentes sugerem que a via principal para a exposição humana 

ao Bisfenol A é através de alimentos, bebidas e seus recipientes (plásticos, 

embalagens de alimentos, mamadeira, dentre outros) (LI et al., 2010). 
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 A determinação desta classe é de extrema importância uma vez que estes tipos 

de compostos podem influenciar na síntese, transporte, secreção, ação, ligação ou 

eliminação de hormônios naturais do corpo (FATTORE et al., 2015; GARCÍA-

AREVALO et al., 2014).  

 

2.2.4 Disruptores endócrinos 

 

Os disruptores endócrinos são agentes que interferem na síntese, secreção, 

transporte, ligação ou eliminação de hormônios naturais no corpo, responsáveis pela 

reprodução e desenvolvimento. São considerados produtos químicos ou a mistura dos 

mesmos, os quais podem interferir na função hormonal regular (KABIR et al., 2015). 

Estes disruptores podem estar presentes na forma natural ou sintética e afetam 

diretamente ambientes aquáticos. Os efeitos adversos ocasionados por esta classe 

são cumulativos e podem aparecer anos após o contato com o meio ambiente, 

podendo ser irreversíveis e ameaçando o desenvolvimento humano e animal (JIANG 

et al., 2013). 

 Os hormônios, como por exemplo, estrona, 17-β-estradiol, compõem esta 

classe de compostos. Além destes, o bisfenol está enquadrado neste grupo sendo 

considerado tanto um disruptor endócrino quanto um plastificante (JIANG et al., 2013). 

 

2.2.5 Retardantes de chama 

 

Os retardantes de chama são produtos químicos adicionados aos têxteis, 

espumas de poliuretano, termoplásticos, produtos eletrônicos e materiais de 

construção para aumentar a resistência ao fogo (WIDELKA et al., 2016).  Estes 

compostos podem entrar nos sistemas aquáticos através do lançamento em águas 

residuais, industriais ou municipais, efluentes de estações de tratamento ou por 

escoamento superficial. Ressalta-se que os seres humanos podem sofrer 

contaminação através da ingestão de peixes contaminados (PÉREZ-FUENTETAJA et 

al., 2010). 

O tetrabromobisfenol A (TBBPA) tem despertado um grande interesse nos 

últimos anos devido a sua ampla utilização, o que acarreta riscos potenciais para o 

meio ambiente e saúde humana. Sua ocorrência na água, solo e sedimento são 

comumente relatadas. Considerando que a utilização de materiais com TBBPA é 
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extensa (espumas de poliestireno, polímeros, resinas, poliésteres termoplásticos, 

poliuretano, laminados e fibras de poliéster) os níveis de concentração deste 

retardante de chama aumenta de forma significativa. Sendo assim, ressalta-se a 

urgência de detectar este contaminante para verificar os níveis em que estão 

presentes no meio ambiente, de modo a minimizar seu uso e consequentemente, 

diminuir impactos ambientais (LIU et al., 2016). 

. 

 

2.3 EFEITOS ADVERSOS DOS CONTAMINANTES 

 

Nos últimos anos, foram observados muitos efeitos adversos provenientes de 

compostos emergentes, incluindo a resistência a antibióticos, abortos espontâneos, 

distúrbios metabólicos e incidência de neoplasias malignas, além da indução de 

bactérias mais resistentes. Essas implicações foram observadas em seres humanos, 

animais e outros organismos podendo ocasionar alterações das respostas biológicas 

mesmo presentes em baixas concentrações (GUEDES et al., 2014; LAPWORTH et 

al., 2012; SILVA & COLLINS, 2011). 

A persistência desses compostos no meio ambiente e a alta atividade biológica 

os tornam prejudiciais tanto em altas quanto em baixas concentrações (SECONDES 

et al., 2014). Os riscos ecológicos mais significantes incluem alterações endócrinas 

(YANGALI-QUINTANILLA et al., 2010a; WIELOGÓRSKA et al., 2015) aumento da 

resistência aos medicamentos microbianos (ANDERSSON & HUGHES, 2012) 

absorção pelas plantas (CALDERÓN-PRECIADO et al., 2011) e alterações na cadeia 

alimentar (FARRÉ & BARCELÓ, 2013).  

Essas substâncias podem ocasionar diversos efeitos adversos à saúde 

humana e ao meio ambiente, contudo, os perigos para a saúde humana de alguns 

compostos não são disseminados bem como a sua persistência no meio ambiente 

(STUART et al., 2012). 

 

 

2.4 FONTES DE CONTAMINAÇÃO  

 

Um dos maiores problemas no âmbito dos contaminantes emergentes é a 

carência de conhecimento quanto aos impactos que estes podem ocasionar ao meio 
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ambiente, com ênfase no meio aquático e para a saúde do ser humano (DEBLONDE 

et al., 2011). Tendo em vista esses aspectos, faz-se necessário um estudo que 

permita identificar as principais fontes de contaminação com o intuito de prevenir 

riscos iminentes.  

Estes compostos podem entrar no meio ambiente através de uma série de 

fontes e vias: efluentes de estações de tratamento de águas residuais; fossas 

sépticas; efluentes hospitalares; atividades pecuárias e aplicações de agrotóxicos com 

consequente contaminação em lagoas e solo; resíduos domésticos e industriais, 

dentre outros (SOUSA et al., 2014; ESTÉVEZ et al., 2012; ROBLES-MOLINA et al., 

2014). 

A remoção de contaminantes emergentes é bastante difícil tendo em vista que 

muitas vezes as tecnologias existentes não são disponíveis para efetuar um 

tratamento adequado. Por esse motivo, é de extrema importância a identificação de 

intermediários, produtos de degradação e a avaliação da toxicidade resultante de 

atividade biológicas. A pesquisa desses fatores juntamente com a química analítica 

torna-se uma ferramenta poderosa para a descoberta de novos aspectos referentes a 

esses contaminantes (RICHARDSON & TERNES, 2011). 

 

 

2.5 CONTAMINANTES EMERGENTES EM ÁGUA 

 

2.5.1 Presença dos contaminantes e vias de contaminação  

 

 O destino de águas residuais domésticas e industriais (tratadas ou não 

tratadas) nos recursos hídricos são uma preocupação crescente uma vez que é 

constante a introdução de poluentes orgânicos emergentes no ciclo da água. Como 

resultado dessa contaminação, surgem consequências alarmantes podendo-se 

destacar a possível inibição do crescimento de células embrionárias humanas, 

decréscimo na reprodução de seres aquáticos e feminização de peixes (YANGALI-

QUINTANILLA et al., 2010b). 

As mudanças no contexto ambiental causadas devido ao forte desenvolvimento 

de atividades econômicas e urbanas são também consideradas fatores que 

impulsionam a degradação dos recursos hídricos. As regiões que apresentam alta 

industrialização e que necessitam de uma alta demanda de água para usos múltiplos 
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enfrentam diversos problemas referentes à qualidade e disponibilidade de água 

(SOUSA et al., 2014). 

 Os micropoluentes orgânicos presentes em águas marinhas representam uma 

ameaça para o ambiente aquático tendo como efeitos principais a toxicidade aguda e 

crônica para os organismos aquáticos, a acumulação no ecossistema, perda da 

biodiversidade e ameaças à saúde humana (SANCHEZ-AVILA et al., 2012; JIANG et 

al., 2014).  

 Segundo GEISSEN & colaboradores (2015), atualmente pode-se verificar a 

presença de mais de 700 contaminantes emergentes, incluindo os seus metabólitos e 

produtos de transformação no ambiente aquático. Muitos destes contaminantes são 

sintéticos ou ocorrem naturalmente, e a contaminação é proveniente da liberação 

contínua destes compostos no meio ambiente. 

Os resíduos de contaminantes emergentes encontrados são de fármacos, 

produtos de higiene e cuidado pessoal e as drogas ilícitas. Alguns desses compostos 

estão amplamente presentes no lixo hospitalar, estações de tratamento de esgoto, 

rios e águas subterrâneas uma vez que são amplamente empregados em terapias 

humanas, uso ilícito de drogas, medicina veterinária, agricultura e aquicultura 

(LAPWORTH et al., 2012; JIANG et al., 2014; MEFFE & BUSTAMANTE, 2014). As 

principais vias de contaminação destes compostos podem ser visualizadas na Figura 

1. 

 Apesar de muitos dos contaminantes emergentes já serem reconhecidos, 

espera-se que a lista desses compostos aumente com o desenvolvimento de novos 

produtos da indústria e com os novos métodos analíticos para a sua detecção (MEFFE 

& BUSTAMANTE, 2014; RICHARDSON & TERNES, 2011).
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Figura 1 – Principais rotas de liberação de contaminantes emergentes para o meio ambiente. 

 

Fonte: adaptado de AQUINO et al., 2013. ETE: estação de tratamento de efluente; ETA: estação de tratamento de água; ETDI: estação de 

tratamento de despejo industrial. 
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2.5.2 Estudos de contaminantes emergentes em diferentes países  

 

 A avaliação dos contaminantes emergentes em águas é muito importante para 

obter um maior conhecimento quanto a sua ocorrência, destino e transporte no meio 

ambiente. Estudos realizados em vários países demonstram as preocupações 

recorrentes da contaminação da água por contaminantes emergentes. Dentre os 

países mais estudados, pode-se ressaltar: África (SORENSEN et al., 2015), Austrália 

(BIRCH et al., 2015), Bélgica (CLAESSENS et al., 2013), China (YAN et al., 2015), 

Espanha (CORADA-FERNÁNDEZ et al., 2015), França (LOPEZ et al., 2015), Grécia 

(THOMAIDI et al., 2015), Itália (MEFFE & BUSTAMANTE, 2014), Japão (TANABE & 

RAMU, 2012) e Reino Unido (STUART et al., 2012). 

 Além destes estudos, JIANG e colaboradores (2013) coletaram dados gerais 

sobre a presença de contaminantes emergentes analisando sobre diferentes 

perspectivas pesquisas realizadas em 14 países. A partir desta avaliação pode-se 

verificar que no geral, mais de 80 tipos de produtos farmacêuticos, produtos de higiene 

pessoal e disruptores endócrinos foram detectados em águas de diferentes tipos, 

como por exemplo, efluente bruto e tratado, rios, lagos, mares, sedimentos e até 

mesmo em água da torneira. 

A partir desta avaliação pode-se observar que quase todas as investigações 

sobre a ocorrência de contaminantes emergentes em águas residuais e de superfície 

têm sido realizadas em países norte-americanos e europeus.  

Todavia, considerando que no geral, grande parte da população não têm 

acesso a um saneamento adequado, a realização de um monitoramento eficaz se faz 

necessária a fim de se obter dados mais concretos sobre a contaminação 

(LOCATELLI et al., 2011).   

O Brasil vem enfrentando vários problemas de poluição em recursos hídricos, 

ocasionando assim, preocupações ambientais e de saúde pública. A descarga de 

esgoto é considerada uma das fontes de poluição mais críticas do país podendo-se 

agravar nas áreas com rios intermitentes ou águas superficiais com baixa capacidade 

de diluição (OLIVEIRA et al., 2015; SODRÉ et al., 2010).  

CAMPANHA & colaboradores (2015) relataram um estudo (no período de 3 

anos) sobre a ocorrência de fármacos, hormônios e triclosan em águas de superfície 

de uma região urbana central em São Paulo. Os compostos mais frequentemente 

detectados foram cafeína, paracetamol e atenolol enquanto os hormônios estrona e 
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17-β-estradiol foram também detectados, porém com menor frequência. SODRÉ, 

LOCATELLI & JARDIM (2010) investigaram a ocorrência de contaminantes 

emergentes em água potável na cidade de Campinas. Seis contaminantes 

emergentes (estigmasterol, colesterol, bisfenol A, cafeína, estrona e 17-β-estradiol) 

foram encontradas nas amostras.  LOPES & colaboradores (2016) desenvolveram um 

método para monitorar contaminantes emergentes em água de rio na cidade do Rio 

de Janeiro. Os compostos paracetamol, ácido salicílico e bisfenol A foram detectados 

em todos os rios avaliados enquanto o diclofenaco foi encontrado em apenas um. 

 

2.5.3 Legislação para contaminantes emergentes e prioritários em água 

 

Uma das principais diferenças entre poluentes prioritários e emergentes é que 

os primeiros, consistem em metais pesados, compostos organo halogenados 

(principalmente agrotóxicos) e hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (PAH, do inglês 

polycyclic aromatic hidrocarbons). Já os contaminantes emergentes incluem 

principalmente os fármacos, agrotóxicos polares, produtos de higiene pessoal, 

hormônios e estimulantes (ROBLES-MOLINA et al., 2014). 

Visando um melhor controle da problemática proveniente dos poluentes 

prioritários em água, a União Europeia estabeleceu critérios de monitoramento. Em 

particular, há uma preocupação majoritária em relação à presença de substâncias 

prioritárias em águas de superfície. Sendo assim, a Diretiva da União Europeia do 

Quadro da Água (WFD do inglês European Union Water Framework Directive) criou a 

diretiva 2000/60/EC, a qual visa comprometer os estados membros da União Europeia 

a alcançar um bom estado ecológico e químico de todos os tipos de corpos d'água. 

Nessa diretiva foi estabelecido inicialmente uma lista de 33 compostos 

prioritários (Decisão nº 2455/2001/EC). As substâncias prioritárias ou grupos de 

substâncias que compõem esta lista são: metais, agrotóxicos, ftalatos, 

hidrocarbonetos policíclicos aromáticos e desreguladores endócrinos. 

Posteriormente, essa lista aumentou para 45 compostos, indicado na Diretiva 

2013/39/EU (ROBLES-MOLINA et al., 2014; DEBLONDE et al., 2011).  

Diferente das substâncias prioritárias, os contaminantes emergentes ainda não 

apresentam legislação definida, porém, estudos apontam que os poluentes 

emergentes podem futuramente ingressar na lista de substâncias prioritárias 

(ROBLES-MOLINA et al., 2014). 
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Segundo a Diretiva 2013/39/EU, faltam dados em relação aos contaminantes 

emergentes em água uma vez que muitos não estão incluídos nos programas 

sistemáticos da União Europeia. No entanto, estes poluentes podem apresentar riscos 

significativos e requerem regulamentação, dependendo de seus potenciais efeitos 

ecotoxicológicos e toxicológicos.  

Ressalta-se ainda que um novo mecanismo de controle é necessário para 

fornecer à Comissão informações específicas de monitoramento sobre a 

concentração de poluentes emergentes no ambiente aquático, tendo em vista que 

atualmente os dados de monitoramento são insuficientes. A lista que está prevista 

pela União Europeia deverá ser dinâmica e a validade da mesma será limitada e 

suficiente para responder às novas informações sobre os potenciais riscos 

decorrentes de poluentes emergentes, evitando o monitoramento destas substâncias 

por mais tempo do que o necessário (Diretiva 2013/39/EU).  

 

 

2.6 PREPARO DE AMOSTRA PARA A ANÁLISE DE CONTAMINANTES 

EMERGENTES EM ÁGUA 

 

Dentre os procedimentos descritos na literatura, pode-se ressaltar que a 

extração em fase sólida (SPE, do inglês solid phase extraction) é uma das técnicas 

que mais empregadas, principalmente em se tratando da matriz água (ROBLES-

MOLINA et al. 2014; GROS, et al., 2009; GRUJIĆ et al., 2009; PAIGA et al., 2015; 

SOUSA et al., 2014; CASTRO-CATALÀ et al., 2015; RODIL et al., 2009).  

Nas últimas duas décadas pode-se acompanhar um desenvolvimento 

expressivo nas técnicas de miniaturização uma vez que são consideradas pouco 

dispendiosas, de fácil manipulação e demonstram perspectivas satisfatórias se 

combinadas com a detectabilidade da instrumentação analítica atual (NOGUEIRA, 

2013; AHMAD et al., 2014). 

Nos últimos anos, a utilização de técnicas sortivas de extração aumentaram 

consideravelmente podendo-se destacar o uso da microextração em fase sólida 

(SPME, do inglês solid phase microextraction) e da extração sortiva em barra de 

agitação (SBSE, do inglês stir bar sorptive extraction), as quais são caracterizadas por 

utilizarem pouca quantidade de solventes.  
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Apesar destas técnicas de microextração mostrarem-se bastante adequadas 

para a determinação de diversos tipos de substâncias, se os analitos de interesse 

apresentam características polares, ou seja, coeficientes de partição octanol-água 

inferior a três (log Kow <3), e a eficácia da extração pode ser prejudicada (AHMAD et 

al., 2014).  

Recentemente, a técnica de microextração estática de adsorção (AµE) vem 

ganhando espaço por ser uma metodologia alternativa para a análise em nível de 

traços em compostos polares e apolares em meio aquoso.  

 

2.6.1 Microextração adsortiva em barra (BAµE)  

 

 A microextração adsortiva em barra (BAµE, do inglês bar adsorptive 

microextraction) é uma tecnologia inovadora de amostragem por flutuação e 

demonstra excelente estabilidade e reprodutibilidade analítica para ser empregada 

como uma técnica alternativa de extração apresentando como vantagem o 

enriquecimento dos analitos em análises de rotina. 

 Segundo NOGUEIRA (2013), a forma mais usual de configuração geométrica 

destes dispositivos de extração é a forma cilíndrica. Neste tipo de geometria, os 

sorventes constituídos por um pó finamente divididos são fixados com adesivos em 

um suporte adequado à base de polipropileno (PP) com formato de barra cilíndrica, 

conforme demonstrado na Figura 2. 

 

Figura 2 – Dispositivo com fase extratora suportada em tubo de polipropileno. 

 

Fonte: adaptado de NOGUEIRA (2013). 
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Tendo em vista a baixa densidade do suporte utilizado na extração, uma das 

principais vantagens é a facilidade do dispositivo analítico flutuar imediatamente 

abaixo do vortex formado pela agitação gerada por uma barra de agitação 

convencional (Figura 3). Desta forma evita-se a desagregação mecânica das 

partículas de sorvente do microcoletor, uma vez que não há contato com as paredes 

e com o fundo do frasco de amostragem, tendo como consequência, o aumento do 

tempo médio de vida do dispositivo. 

 

Figura 3- Partes básicas do sistema BAµE.  

 

Fonte: Adaptado de NOGUEIRA (2013). 

 

Dentre as principais vantagens que a técnica de BAµE oferece, pode-se 

destacar: redução no uso de solvente; possibilidade de uma maior variedade de 

sorventes para revestir o dispositivo de extração (como por exemplo, carvão ativado, 

polímeros, dentre outros); alternativa notável para a análise de traços de compostos 

polares ou de média polaridade em meio aquoso; e alta eficiência de extração nos 

mais diversos tipos de matrizes (AHMAD et al., 2014; ALMEIDA & NOGUEIRA, 2012; 

NENG et al., 2010). 

Além dessas vantagens, recentemente pôde-se verificar na literatura que novas 

melhorias foram propostas a fim de otimizar condições previamente relatadas, 

destacando-se a redução do tamanho do dispositivo de análise, minimizando o volume 

de líquido de dessorção para o nível de µL. Outras características promissoras são a 

miniaturização do dispositivo BAμE utilizando uma menor quantidade de adsorvente 

sem prejudicar o desempenho analítico. Além disso, a redução de solvente é mais 
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favorável ambientalmente, juntamente com alta eficácia, tornando o processo analítico 

mais rápido e simples (DIAS et al., 2015). 

Conforme NOGUEIRA (2013), a BAµE tem sido aplicada de forma satisfatória 

para a determinação residual de poluentes emergentes e prioritários com ênfase na 

área ambiental, farmacêutica, alimentar, forense, biomédica, dentre outras. Além 

disso, enfatiza-se que a BAµE mostra eficácia levando em consideração a 

particularidade de cada substância de interesse. Ressalta-se ainda que esta técnica 

vem sendo aplicada como uma alternativa às técnicas convencionais ou bem 

estabelecidas já existentes. 

 

2.6.1.1 Aplicações da BAµE 

 

 De modo geral, a maioria das aplicações envolvendo a técnica de BAµE tem 

como objetivos ser uma alternativa às técnicas convencionais ou bem estabelecidas 

que envolvam a etapa de enriquecimento. Uma das principais dificuldades na 

aplicação desta técnica é que a mesma pode ser afetada devido a complexidade das 

matrizes envolvidas. Sendo assim, qualquer metodologia que envolva a BAµE, deve 

ser otimizada e validada a fim de verificar o comportamento de interferentes que 

possam ocasionar efeitos de matriz (NOGUEIRA, 2013). 

 Na Tabela 1 são demonstradas as principais aplicações envolvendo esta 

técnica, podendo-se ressaltar a determinação residual de compostos orgânicos 

emergentes e prioritários nas seguintes áreas: ambiental, alimentícia, farmacêutica, 

biomédica, dentre outras. 
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Tabela 1 – Métodos de BAµE já existentes com suas respectivas condições de extração e dessorção para análise de diferentes 
compostos. 

Analitos Matriz Sorvente 

Teste de estabilidade química e mecânica 

LOQ 

(µg L-1) 
Detecção Referência 

Solvente 
Agitação 

(rpm) 

Tempo de 

equilíbrio 

(h) 

pH 
Sonicação 

(min) 

Testosterona e 

epitestosterona 
Urina 

N-

vinilpirrolidona 
Acetonitrila 1000 16 5,5 30 1,3 

HPLC-

DAD 

AHMAD et al., 

2014. 

10 fungicidas Água e vinho 
Pirrolidona 

modificada 

Metanol: 

acetonitrila 

 1:1 (v/v) 

1000 4 5,5 15 0,7-3,3 GC-MS 

ALMEIDA & 

NOGUEIRA, 

2012. 

4 parabenos 

Água, urina, 

creme para 

mãos e 

corpo 

Carvão 

ativado 

Metanol: 

acetonitrila  

1:1 (v/v) 

1000 16 5,5 45 0,3 
HPLC-

DAD 

ALMEIDA & 

NOGUEIRA, 

2014. 

4 benzofenonas 

Água, 

cosméticos e 

urina 

Carvão 

ativado e 

pirrolidona 

modificada 

Metanol: 

acetonitrila  

1:1 (v/v) 

1000 4 ou 16 5,5 15 ou 30 1,0-1,6 
HPLC-

DAD 

ALMEIDA et 

al., 2013. 

3 inseticidas Água 
Carvão 

ativado 
Acetonitrila 1000 16 2,0 15 

0,026-

0,066 
GC-MS 

ALMEIDA et 

al., 2014. 
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Analitos Matriz Sorvente 

Teste de estabilidade química e mecânica 

LOQ 

(µg L-1) 
Detecção Referência 

Solvente 
Agitação 

(rpm) 

Tempo de 

equilíbrio 

(h) 

pH 
Sonicação 

(min) 

3 herbicidas Água 
Carvão 

ativado 
Acetonitrila 1000 16 

5,0 e 

10,0 
45 0,30-0,36 

HPLC-

DAD 

NENG et al., 

2011. 

Mitraginina Urina 
N –

vinilpirrolidona 

Metanol: 

acetonitrila  

1:1 (v/v) 

1300 4 5,5 10 0,33 
HPLC-

DAD 

NENG et al., 

2015. 

Morfina e 

Codeína 
Urina 

Carvão 

ativado 

Metanol: 

acetonitrila  

1:1 (v/v) 

1000 2,5 10,0 - 0,2-2,9 
HPLC-

DAD 

GONÇALVES 

et al., 2012. 

9 hormônios Água e urina 
Pirrolidona 

modificada 

Metanol: 

acetonitrila  

1:1 (v/v) 

1250 16 5,5 30 
0,165-

0,330 

HPLC-

DAD 

ALMEIDA & 

NOGUEIRA, 

2015. 

6 fármacos e 

produtos de 

higiene pessoal 

Água 
Carvão 

ativado 

Metanol: 

acetonitrila  

1:1 (v/v) 

1000 16 5,0 45 2,0-8,4 GC-MS 

NENG & 

NOGUEIRA, 

2012. 

4 ácidos 

fenólicos 

Chá verde, 

suco de 

frutas 

vermelhas e 

mel 

Oasis MAX Metanol 750 3 6,0 30 
61,2-

272,5 
CE-DAD 

NENG et al., 

2014. 
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2.6.2 Método de determinação de contaminantes emergentes em água  

 

Várias técnicas analíticas estão sendo estudadas com o intuito de desenvolver 

e otimizar métodos de detecção e quantificação das classes que compõem os 

contaminantes emergentes. Neste contexto, os métodos de análise multirresíduo 

mostram-se adequados e vantajosos por minimizar tempo e custo, todavia, estudos 

são necessários para que a detecção destes compostos seja eficaz (PINTADO-

HERRERA et al., 2014). 

A análise de poluentes emergentes mostra-se bastante desafiadora uma vez 

que apresenta limitações, como por exemplo, a falta de métodos para a quantificação 

de analitos, estando esses, presentes em baixas concentrações. A análise desses 

poluentes era anteriormente escassa, todavia, o desenvolvimento de metodologias 

analíticas para diferentes classes de contaminantes emergentes está ganhando 

espaço e um número crescente de métodos está sendo descrito na literatura.  

Os aspectos que ainda necessitam de otimização nesse âmbito referem-se às 

melhorias na sensibilidade e seletividade, especialmente para matrizes muito 

complexas, como águas residuais (PETROVIĆ et al., 2003). 

 

2.6.2.1 Cromatografia 

 

Os métodos analíticos mais usuais na detecção e quantificação de 

contaminantes emergentes são a cromatografia líquida (LC, do inglês liquid 

chromatography) e a cromatografia gasosa (GC, do inglês gas chromatography), 

ambas acopladas à espectrometria de massas (MS, do inglês mass spectrometry). A 

espectrometria de massas em série (MS/MS) tem sido a mais utilizada tendo em vista 

que auxilia na discriminação da interferência promovida por substâncias co-eluídas e 

proporciona uma alta detectabilidade, facilitando a detecção compostos orgânicos 

residuais. A escolha entre a técnica de LC e GC vai depender das propriedades físico-

químicas e da termoestabilidade dos analitos de interesse (PICOT GROZ et al., 2014). 
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2.6.2.1.1 Cromatografia líquida de alta eficiência 

 

A tecnologia em relação à técnica de cromatografia líquida de alta eficiência 

(HPLC, do inglês high performance liquid chromatography) tem sido constantemente 

otimizada. Durante muitos anos, a análise de micro-contaminantes foi realizada 

através da cromatografia líquida de alta eficiência com detecção por ultravioleta 

(HPLC-UV), no entanto, após a introdução de ionização à pressão atmosférica, a 

cromatografia líquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS) passou a ser 

amplamente empregada (RODRIGUEZ-MOZAZ et al., 2007). 

Atualmente, tem-se uma tendência contínua na utilização da cromatografia 

líquida de ultra-alta eficiência (UHPLC, do inglês ultra high performance liquid 

chromatography), a qual utiliza colunas de diâmetro mais estreito, curtas e 

empacotadas com partículas com um diâmetro inferior (≤ 2 µm). A técnica de UHPLC 

permite análises mais rápidas, com melhor resolução e picos relativamente mais 

estreitos se comparados às metodologias de HPLC convencionais (PAÍGA et al., 

2015). 

 

2.6.2.1.2 Espectrometria de massas 

 

O princípio básico da espectrometria de massas (MS) envolve a geração de 

íons podendo ser tanto de compostos orgânicos quanto de inorgânicos através de 

métodos adequados, que possam separar estes íons pela sua razão massa/carga 

(m/z) e que sejam efetivos na detecção qualitativa e quantitativa pelos respectivos m/z 

e abundância. O analito pode ser ionizado termicamente, por campos elétricos ou por 

impacto de elétrons energéticos, íons ou fótons. Os íons podem ser átomos individuais 

ionizados, clusters, moléculas ou seus fragmentos ou associados. A separação de 

íons pode ser efetuada por campos elétricos ou magnéticos estáticos ou dinâmicos 

(GROSS, 2004).  

A fonte de ionização mais usual para LC-MS é a “electrospray” (ESI, do inglês, 

electrospray ionization). Nesso modo de ionização uma diferença de potencial é 

aplicada entre a ponta do tubo de metal e um cone de amostragem gerando um 

“spray”, o qual é composto por gotículas do analito na fase móvel e o gás nebulizador. 

Após esta etapa, o solvente é evaporado diminuindo sucessivamente o tamanho da 

gotícula até ocorrer a evaporação dos íons do analito e posterior direcionamento dos 
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mesmos para o cone de amostragem. Por fim, os íons chegam ao analisador de 

massas (LANÇAS, 2009). 

A utilização de um analisador de massas do tipo triplo quadrupolo (TQ), com o 

modo de monitoramento de reações selecionadas (SRM, do inglês selection reaction 

monitoring) é uma alternativa bastante empregada para a análise de diversas 

matrizes. Neste sistema (Figura 4) tem-se primeiramente a seleção do íon precursor 

no primeiro quadrupolo (Q1); após, estes íons são fragmentados na célula de colisão 

(q2), geralmente através da colisão com um gás inerte; por fim, realiza-se a seleção 

dos fragmentos específicos (íons produto) no quadrupolo 3 (Q3). Desta forma, tem-se 

um aumento da detectabilidade e seletividade da análise no equipamento 

(CHIARADIA; COLLINS & JARDIM, 2008). 

 

Figura 4 - Esquema de um analisador de massas do tipo triplo quadrupolo.  

 

 

Fonte: Adaptado de Thermo Scientific Webinar. 

 

O acoplamento MS/MS foi muito bem recebido em se tratando de seletividade 

e sensibilidade. Sendo assim, técnicas de processamento de amostras mais 

complexas poderiam ser significativamente simplificadas (KAUFMANN, 2014). Neste 

contexto, a cromatografia líquida acoplada a espectrometria de massa em série (LC-

MS/MS) tornou-se uma das técnicas analíticas preferenciais para a determinação de 
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vários tipos de compostos, ressaltando-se os fármacos em amostras ambientais, 

devido à sua elevada seletividade e sensibilidade (PAÍGA et al., 2015). 

No caso particular de poluentes emergentes, para a maioria das classes destas 

substâncias, a LC-MS e a LC-MS/MS são as técnicas majoritárias de escolha. O 

procedimento de pré-concentração é bastante usual para complementar essas 

técnicas e auxiliam na obtenção de limites de detecção baixos o suficiente para 

determinar compostos em níveis ultratraços uma vez que os contaminantes 

emergentes, especialmente fármacos, estão normalmente presentes no ambiente na 

faixa de ng L-1 ou µg L-1 (RODRIGUEZ-MOZAZ et al., 2007). 

 

2.7 PLANEJAMENTO DE COMPOSTO CENTRAL 

 

 A otimização simultânea de experimentos é uma maneira prática e útil de 

planejamento se comparado a análise de variáveis individualmente tendo em vista que 

desta forma minimiza-se o número de experimentos. O método de planejamento de 

composto central (CCD, do inglês central composite design) é uma forma de 

otimização simultânea das condições de análise, que consiste em avaliar pontos 

fatoriais, axiais e centrais obtendo as interações e efeitos principais entre as variáveis, 

conforme demonstrado na Figura 5. Neste caso, os pontos centrais são geralmente 

repetidos a fim de obter uma estimativa do erro experimental, enquanto os pontos 

axiais determinam os termos quadráticos da equação, permitindo a estimativa do 

modelo de superfície de resposta (DASHAMIRI et al., 2016). 

 

Figura 5- Principais pontos de um planejamento de composto central.  

 

Fonte: Adaptado de PONTES et al., 2010. 
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A CCD é considerada uma abordagem matemática valiosa e pode ser utilizada 

na otimização de diversos parâmetros. Este tipo de planejamento não só otimiza o 

processo como também reduz o custo e tempo requerido para o desenvolvimento 

experimental, diminuindo o número de experimentos a serem realizados no laboratório 

(KIRAN et al., 2016). 

Ressalta-se ainda que promover o uso de metodologias de superfície de 

resposta auxilia também na identificação das condições ideais de diversas variáveis 

em um único conjunto de combinação de experimentos (KIRAN et al., 2016). A 

metodologia de superfície de resposta é um conjunto de técnicas matemáticas e 

estatísticas que se baseia no ajuste de uma equação polinomial a partir dos dados 

experimentais. Estes dados tem o objetivo de descrever o comportamento de um 

conjunto parâmetros a fim de fazer previsões estatísticas. Este tipo de modelo pode 

também ser aplicado quando uma resposta ou um conjunto de respostas são 

influenciados por diversas variáveis (BEZERRA et al., 2008).  

 

  

2.8 VALIDAÇÃO DO MÉTODO 

 

A confiabilidade de dados analíticos é um parâmetro imprescindível para a 

interpretação correta de estudos científicos e de trabalhos de rotina. Quando a 

confiabilidade de um método é comprometida pode-se ocasionar falsas interpretações 

dos resultados e conclusões difíceis de serem justificadas. Se os erros presentes não 

são óbvios, podem permanecer indetectáveis, e consequentemente, prejudicar os 

resultados das análises (PETERS et al., 2007). Neste contexto, a validação tenta 

atender de forma criteriosa a realização de ensaios permitindo resultados confiáveis. 

A validação pode ser definida como sendo uma comprovação, através de 

evidências objetivas, de que os requisitos para uma determinada aplicação ou uso 

específicos foram alcançados (INMETRO, 2011). O intuito de uma validação é 

evidenciar que um método elaborado é apropriado para a finalidade pretendida, 

podendo ser no âmbito de determinações qualitativas, semi-quantitativas e/ou 

quantitativas de fármacos e outras substâncias (ANVISA, 2003). 

As características de desempenho ou os parâmetros de validação podem 

revelar se um método é adequado para as análises almejadas. A inclusão de 

determinados parâmetros de validação irá depender da aplicação, do tipo de amostra, 
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objetivo do método, orientações e/ou regulamentos nacionais ou internacionais, 

conforme a necessidade do analista (ROGERS, 2013).  

Alguns dos parâmetros envolvidos no processo de validação estão destacados 

na Tabela 2. 

 

Tabela 2- Parâmetros avaliados durante a etapa de validação de métodos analíticos 
para determinação de resíduos de agrotóxicos. 

Parâmetro Definição Aplicação Referência 

Seletividade Distinção de 
resposta entre 

analitos. 

Extração de matriz “branco” INMETRO 

Linearidade Correlação entre 
resposta analítica e 

concentração 

Curva Analítica (y = ax + b) INMETRO 
ANVISA 

Faixa Linear de 
trabalho 

Intervalo de 
concentrações em 

que y e x 
correlacionam-se 

linearmente 

Curva Analítica (y = ax + b) INMETRO 
ANVISA 

LOD Concentração limite 
de distinção entre 

analito e ruído 

S/R = 3 INMETRO 
ANVISA 

LOQ S/R = 10  

Precisão Proximidade de 
resultados obtidos 

por diferentes 
amostragens 

Repetibilidade e 
Reprodutibilidade 

INMETRO 
ANVISA 

Exatidão Proximidade de 
resultado em relação 

a uma referência 

Ensaios de fortificação INMETRO 
ANVISA 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

O desenvolvimento da parte experimental deste estudo foi realizado no 

Laboratório de Análises de Resíduos de Pesticidas (LARP) do Departamento de 

Química da Universidade Federal de Santa Maria. 

 

3.1 INSTRUMENTAÇÃO 

 

 Agitador vortex Biomixer, modelo QL-901 (Brasil); 

 Agitador magnético múltiplo de 6 posições, modelo SP Labor (Brasil); 

 Agitador magnético múltiplo de 15 posições, modelo SP Labor (Brasil); 

 Balança analítica Shimadzu, modelo APX-200 - (Japão); 

 Balança analítica Shimadzu, modelo UX420H - (Japão); 

 Balança analítica Shimadzu, modelo AUW 220D - (Japão); 

 Micropipetadores automáticos com capacidade variável marca Brand - 

(Alemanha) e marca Eppendorf - (Canadá); 

 Purificador de água Milli-Q Direct 3UV - resistividade 18,2 MΩcm - (França); 

 Sistema UHPLC-MS/MS equipado com: 

 Cromatográfo líquido Waters (EUA); 

 Coluna analítica ACQUITY UPLC BEH C18 1,7 µm - 2,1 x 50 mm, Waters 

(EUA); 

 Detector MS do tipo Triplo Quadrupolo, modelo Xevo TQ (EUA); 

 Interface/Fonte de Ionização por eletronebulização (EUA); 

 Compressor de nitrogênio Atlas (EUA); 

 Gerador de nitrogênio PEAK NM30L-MS (Peak Scientific, Escócia) 

 Sistema controlador de solventes (sistema binário de bombas) para 

operação de gradientes a alta pressão (EUA); 

 Sistema de injeção com agulha de Poli (éter-éter-cetona) (PEEK) dentro 

da agulha de aço (EUA); 

 Sistema de aquisição de dados através do software Masslynx 4.1 

(Waters, EUA). 

 Ultrassom Unique, modelo USC-1400 (Brasil).  
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3.2 MATERIAIS, REAGENTES E SOLVENTES 

 

 Frascos de vidro (vial), capacidade de 2,0 mL; 

 Frascos de vidro com capacidade de 30,0 mL; 

 Vidraria comum de laboratório; 

 Padrões sólidos de fármacos, disruptores endócrinos, plastificantes e 

estimulantes com pureza de 96,0 a 99,8% (Dr. Ehrenstorfer, Alemanha); 

 Gás argônio 6.0 usado como gás de colisão no sistema UHPLC-MS/MS (White 

Martins, Brasil); 

 Acetonitrila grau LC-MS (J. T. Baker - EUA); 

 Metanol (J. T. Baker - EUA); 

 Diclorometano (J. T. Baker - EUA); 

 Hidróxido de amônio (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA); 

 Acetona (Tedia, EUA); 

 Ácido clorídrico (J. T. Baker - EUA); 

 Hidróxido de sódio (J. T. Baker - EUA); 

 Água ultrapura, purificada em sistema Milli-Q Direct 3UV (resistividade de 18,2 

M cm); 

 Bondesil C18, 40 µm (Agilent Technologies, USA); 

 Oasis® HLB, 30 µm (Waters Corporation, Millford, MA, USA). 

 Carvão Supelclean ENVI-Carb (d.p 105-125 μm) 

 Carvão carbotrap®/carbopack® (20-40 mesh) 

 GCB 400 Mesh (0,037 mm) 

 GCB 100-400 Mesh (0,149-0,037 mm)  

 GCB 325 Mesh (0,044 mm) 

 GCB 200 Mesh (0,074 mm)  

 GCB 140 Mesh (0,149 mm)  

 GCB 100 Mesh (0,149 mm)  

 Oasis® HLB (60 mg) 

 Strata®X (200 mg) 
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3.3 PREPARO DAS SOLUÇÕES ANALÍTICAS 

 

As soluções estoque individuais foram preparadas primeiramente em uma 

concentração de 1000 mg L-1 de cada substância em estudo, levando em 

consideração, a pureza dos padrões sólidos.  As soluções foram preparadas em 

acetonitrila grau HPLC, metanol, ou metanol:água 1:1 (v/v). A solução de mistura foi 

preparada em diferentes concentrações (10, 50, 100 e 200 mg L-1) e armazenadas em 

frascos âmbar à temperatura de - 4 ºC. O padrão interno utilizado foi preparado 

individualmente na concentração de 10 mg L-1.  

 

3.4 CONTAMINANTES EMERGENTES SELECIONADOS 

 

Neste estudo, foram selecionados contaminantes emergentes de diferentes 

classes: hormônios, fármacos, plastificantes e compostos “lifestyle”. Informações 

gerais como estrutura, fórmula e massa molecular, pureza, classe e pKa dos 

compostos analisados podem ser vistas na Tabela 3.  
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Tabela 3- Informações gerais dos compostos analisado com estrutura, fórmula, massa molecular, pureza, classe e pKa.  

Composto Estrutura molecular 
Fórmula 

molecular 

Massa 
molecular 

(g/mol) 

Pureza 
(%) 

pKa Log kow Classe Referência 

17-β-estradiol 

 

C18H24O2 272,4 96,0 10,5 3,9 
Hormônio 
esteroide 
feminino 

ALMEIDA & 
NOGUEIRA 

(2015) 

Acetato de 
megestrol 

 

C24H32O4 384,5 99,0 17,8 3,2 

Esteroide 
usado em 

medicamento 
veterinário 

DrugBank 

Androstenediona 

 

C19H26O2 286,4 99,5 19,0 2,75 

Hormônio 
esteroide 
feminino e 
masculino 

HMDB 

Bisfenol A 

 

C15H16O2 228,3 98,5 10,2 3,3 Plastificante  
MONTAGNER & 
JARDIM, 2011. 

Bisfenol B 

 

C16H18O2 242,3 99,8 10.1 - Plastificante PubChem 
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Composto Estrutura molecular 
Fórmula 

molecular 

Massa 
molecular 

(g/mol) 

Pureza 
(%) 

pKa Log kow Classe Referência 

Cafeina 

 

C8H10N4O2 194,2 99,7 10,1 0,01 Estimulante 
MONTAGNER & 
JARDIM (2011) 

Diclofenaco 

 

C14H11Cl2NO2 296,1 99,5 4,2 4,5 Anti-
inflamatório 

MONTAGNER & 
JARDIM (2011) 

Estriol 

 

C18H24O3 288,4 97,0 10,3 2,8 
Hormônio 
esteroide 
feminino 

ALMEIDA & 
NOGUEIRA 

(2015) 

Estrone 

 

C18H22O2 270,4 99,0 10,3 3,4 
Hormônio 
esteroide 
feminino 

ALMEIDA & 
NOGUEIRA 

(2015) 

Ibuprofeno 

 

C13H18O2 206.3 99,0 4,9 3,97 Anti-
inflamatório 

MONTAGNER & 
JARDIM, 2011 
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Composto Estrutura molecular 
Fórmula 

molecular 

Massa 
molecular 

(g/mol) 

Pureza 
(%) 

pKa Log kow Classe Referência 

Nicotina 

 

C10H14N2 162,2 99,5 8,5 1,17 Estimulante 
INCHEM; 
PubChem 

Paracetamol 

 

C8H9NO2 151.163 99,5 9,38 0,46 Analgésico PubChem 

Progesterona 

 

C21H30O2 314,5 99,2 18,9 3,7 
Hormônio 
esteroide 
feminino 

ALMEIDA & 
NOGUEIRA 

(2015) 

Testosterona 

 

C19H28O2 288,4 98,5 17,4 3,3 
Hormônio 
esteroide 
masculino 

RAIMUNDO,  
2011 

Tetrabromobisfenol A 

 

C15H12Br4O2 543,9 99,0 7,5 5,9 Retardante de 
chama 

PubChem 
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3.5 CONFECÇÃO DA BARRA ADSORTIVA 

 

O dispositivo em barra consiste em um suporte cilíndrico de polipropileno (15 

mm de comprimento e 3 mm de diâmetro interno), revestido externamente com uma 

fita adesiva. O dispositivo foi revestido externamente com um sorvente previamente 

selecionado (3,0 a 4,0 mg dependendo do sorvente empregado), o qual foi aderido à 

barra. 

 

Materiais para confecção da barra: 

 Tubo de polipropileno; 

 Fita adesiva; 

 Sorvente para revestimento; 

 

3.6 TESTE DE ROBUSTEZ E ESTABILIDADE DO DISPOSITIVO DE EXTRAÇÃO 

 

Para realizar a otimização da barra adsortiva, foram levados em consideração 

os seguintes parâmetros: 

 Solvente para limpeza; 

 Temperatura; 

 pH. 

As condições de otimização da barra adsortiva foram testadas seguindo os 

parâmetros apresentados na Tabela 4. 

 

Tabela 4 - Condições testadas para a otimização da confecção do dispositivo BAµE. 

 

Solvente Temperatura (°C) pH 

Metanol (MeOH) 20 1,0 – 14,0 

Acetonitrila (ACN) 30 

MeOH:ACN 1:1 (v/v) 40 

Acetona 50 

Diclorometano (DCM)  
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3.6.1 Teste do solvente 

 

Os dispositivos foram revestidos com a fita dupla face e as barras foram 

transferidas foram transferidos para o ultrassom durante 1 h na presença de diferentes 

solventes.  

Os solventes testados nesta etapa foram: ACN, MeOH, ACN:MeOH (1:1, v/v), 

acetona e DCM. 

 

3.6.2 Teste de temperatura 

 

O teste de temperatura consistiu em deixar o dispositivo contendo diferentes 

sorventes em contato com água no ultrassom nas temperaturas previamente 

estabelecidas de 20, 30, 40 e 50 ºC. 

 

3.6.3 Teste de pH 

 

Os dispositivos foram transferidos para um frasco de 15 mL contendo água 

ultra-pura com pH ajustado de 1,0 a 14,0 com HCl e/ou NaOH (0,1 mol L-1). Após os 

frascos foram colocados em ultrassom, durante 1 h. Posteriormente, colocaram-se os 

dispositivos em frascos contendo acetonitrila e foram transferidos novamente para o 

ultrassom. 

 

 

3.7 TRATAMENTO DA BARRA ADSORTIVA 

 

 Após a escolha dos parâmetros que compõem os testes de estabilidade, 

realizou-se o preparo de diversas barras adsortivas (com diferentes sorventes) e 

posteriormente realizou-se o tratamento das mesmas a fim de deixá-las prontas para 

os testes de extração. Para isto, os dispositivos foram colocados em um frasco 

contendo 5 mL de acetonitrila e após, foram transferidos para o ultrassom durante 15 

minutos. Por último, os dispositivos foram imersos em frascos contendo 10 mL de 

água ultra-pura e foram agitados em agitador magnético durante 15 minutos. 
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3.8 ENSAIOS INICIAIS DE EXTRAÇÃO E DESSORÇÃO PARA ESCOLHA DO 

MELHOR SORVENTE 

 

Em um frasco de 30 mL adicionou-se 25 mL de água ultra-pura e fortificou-se 

com a mistura dos contaminantes na concentração de 2 µg L-1. Após, foram inseridos 

em cada frasco um agitador magnético e posteriormente, as barras confeccionadas 

com os 11 diferentes sorventes descritos na Tabela 5. As análises foram realizadas 

em triplicata e a escolha do melhor sorvente foi realizada em função das maiores áreas 

obtidas. 

 

Tabela 5 - Sorventes testados para o ensaio de extração e dessorção. 

Sorvente 
Abreviatura neste 

trabalho 

Carvão Supelclean ENVI-Carb (d.p 105-125 μm) Carvão sup. 

Carvão carbotrap®/carbopack® (20-40 mesh) Carvão Carb. 

GCB 400 Mesh (0,037 mm) GCB-1 

GCB 100-400 Mesh (0,149-0,037 mm)  GCB-2 

GCB 325 Mesh (0,044 mm) GCB-3 

GCB 200 Mesh (0,074 mm)  GCB-4 

GCB 140 Mesh (0,149 mm)  GCB-5 

GCB 100 Mesh (0,149 mm)  GCB-6 

Octadecilsillano (C18) C18 

Oasis® HLB Oasis 

Strata X Strata X 

 

Os frascos foram posicionados em um agitador de múltiplas posições e a 

extração foi realizada durante 10 h de agitação a 1100 rpm. Após este intervalo, os 

dispositivos foram transferidos para um Eppendorf contendo 1 mL de acetonitrila e 

colocados em ultrassom onde foi feita a etapa de dessorção, durante 1h.  

Posteriormente, as barras foram retiradas dos Eppendorfs com o auxílio de uma pinça 

e a solução foi filtrada. As alíquotas de todos os testes foram injetadas no sistema 

UHPLC-MS/MS para a verificação da presença residual dos contaminantes. 
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3.9 OTIMIZAÇÃO DOS ENSAIOS DE EXTRAÇÃO E DESSORÇÃO UTILIZANDO 

PLANEJAMENTO DE COMPOSTO CENTRAL 

 

Após a realização dos testes para a escolha do melhor sorvente, foram 

realizados os testes mecânicos do dispositivo BAµE confeccionado. A fim de otimizar 

o método, um planejamento de composto central com quatro variáveis foi testado: 

(1) Tempo de agitação para extração; 

(2) Velocidade de agitação da extração;  

(3) pH;  

(4) Tempo no ultrassom para dessorção.  

Para a realização dos testes, a quantidade de amostra (25 mL) e solvente de 

dessorção (700 µL de acetonitrila) permaneceu constante. A redução da quantidade 

de solvente de dessorção se comparado com os testes iniciais de extração foi 

realizada a fim de aumentar o fator de pré-concentração uma vez que foi realizada 

uma diluição em água do extrato final. Esta diluição teve por finalidade se aproximar 

do gradiente inicial e consequentemente, obter melhores formatos dos picos 

cromatográficos. 

Os resultados dos testes foram avaliados em termos de recuperação através 

de uma curva analítica na matriz branco fortificada, sendo utilizado como branco a 

água ultra-pura, nas concentrações de 0,2; 0,4; 0,8; 2,0; 4,0; 8,0 e 20,0 µg L-1 e 

fortificações na concentração de 2,0 µg L-1. Cada teste foi realizado em duplicata, 

totalizando 54 ensaios, conforme os parâmetros descritos na Tabela 6.  
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Tabela 6- Condições utilizadas para a avaliação dos parâmetros gerados utilizando o 
planejamento de composto central. 

Fatores -α (-2) -1 Centro (0) +1 -α (-2) 

Tempo de extração (h) 1 6 11 16 21 

Rotações por minuto 

(rpm) 
750 900 1050 1200 1350 

Tempo de ultrassom 

(min) 
3 15 28 40 53 

Valores de pH 1 3,0 6 8,0 11 

Ensaio 
Tempo de 
extração 

(h) 

Rotações por 

minuto (rpm) 

Tempo de 

ultrassom 

(min) 

Valores de pH 

1 6,0 900 15 3 

2 16,0 900 15 3 

3 6,0 1200 15 3 

4 16,0 1200 15 3 

5 6,0 900 40 3 

6 16,0 900 40 3 

7 6,0 1200 40 3 

8 16,0 1200 40 3 

9 6,0 900 15 8 

10 16,0 900 15 8 

11 6,0 1200 15 8 

12 16,0 1200 15 8 

13 6,0 900 40 8 

14 16,0 900 40 8 

15 6,0 1200 40 8 

16 16,0 1200 40 8 

17 11,0 1050 28 6 

18 11,0 1050 28 6 

19 11,0 1050 28 6 

20 1,0 1050 28 6 

21 21,0 1050 28 6 

22 11,0 750 28 6 

23 11,0 1350 28 6 

24 11,0 1050 3 6 

25 11,0 1050 53 6 

26 11,0 1050 28 1 

27 11,0 1050 28 11 
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3.10 VALIDAÇÃO DO MÉTODO EMPREGANDO BAµE 

 

A validação do método proposto foi realizada de acordo com a 

SANTE/11945/2015 (SANTE 2015). Foram avaliados os parâmetros de seletividade, 

linearidade, faixa de trabalho, limite de detecção (LOD), limite de quantificação (LOQ), 

exatidão e precisão (repetibilidade e precisão intermediária). A seletividade do método 

foi realizada através da análise do branco e das amostras fortificadas. A linearidade e 

faixa de trabalho foram avaliadas na faixa de 0,04 a 2,0 μg L-1 (androstenediona, 

acetato de megestrol, progesterona e testosterona), 0,08 a 2,0 μg L-1 (bisfenol A e 

paracetamol), 0,2 a 10,0 μg L-1 (estrona e estriol), 0,4 a 10,0 μg L-1 (17-β-estradiol e 

ibuprofeno), 0,8 a 40,0 μg L-1 (tetrabromobisfenol A), 1,6 a 40,0 μg L-1 (bisfenol B) e 

2,0 a 20,0 μg L-1 (diclofenaco). Os valores da concentração na fortificação e 

concentração final no equipamento das curvas preparadas na matriz branco fortificada 

podem ser verificadas no Apêndice A. O limite de quantificação foi estabelecido 

experimentalmente como sendo o nível de mais baixa concentração da matriz 

fortificada com exatidão e precisão aceitáveis. O limite de detecção foi calculado 

através da divisão do LOQ por 3,3. A exatidão e precisão foram avaliadas na matriz 

fortificada com todos os analitos em níveis distintos (n=6): 

 

 Nível 1 (F1): corresponde a 0,04 μg L-1 (androstenediona, acetato de 

megestrol, progesterona e testosterona), 0,08 (bisfenol A e paracetamol), 0,2 

μg L-1 (estrona e estriol), 0,4 μg L-1 (17-β-estradiol e ibuprofeno), 0,8 μg L-1 

(tetrabromobisfenol A e diclofenaco) e 1,6 μg L-1 (bisfenol B). 

   Nível 2 (F2): corresponde a 0,2 μg L-1 (androstenediona, acetato de megestrol, 

progesterona, testosterona, bisfenol A e paracetamol), 1 μg L-1 (estrona, 17-β 

estradiol, estriol e ibuprofeno), 2,0 μg L-1 (diclofenaco) e 4 μg L-1 

(tetrabromobisfenol A e bisfenol B). 

 Nível 3 (F3): corresponde a 0,4 μg L-1 (androstenediona, acetato de megestrol, 

progesterona, testosterona, bisfenol A e paracetamol), 2,0 μg L-1 (estrona, 17-

β-estradiol, estriol e ibuprofeno), 4,0 μg L-1 (diclofenaco) e 8 μg L-1 

(tetrabromobisfenol A e bisfenol B). 
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A exatidão e precisão foram avaliadas em termos de média das recuperações 

e desvio padrão relativo (RSD%), respectivamente.  Este mesmo procedimento foi 

realizado em diferentes dias para a avaliação da precisão intermediária. 

 

3.11 ANÁLISE DE AMOSTRAS REAIS 

 

As amostras de água de superfície e de torneira foram coletadas de diferentes 

regiões de Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brasil.  As amostras foram coletadas em 

frascos âmbar, transportadas até o laboratório sob refrigeração e mantidas na 

temperatura de 4 ºC até ser realizada a extração. Águas de garrafa de diferentes 

marcas foram obtidas em supermercados locais. Todas as amostras foram filtradas 

com filtro de celulose de 0,45 µm (S-Pak®) a fim de eliminar qualquer tipo de material 

particulado. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

4.1 CONDIÇÕES DO SISTEMA CROMATOGRÁFICO UHPLC-MS/MS 

 

As condições empregadas no sistema UHPLC-MS/MS para o desenvolvimento 

do método para a análise de contaminantes emergentes foram previamente 

otimizadas no laboratório.  A fase móvel utilizada consistiu em (A) solução aquosa de 

hidróxido de amônio 0,05% e (B) metanol. Empregou-se um gradiente linear (Tabela 

7) com vazão de 0,250 mL min-1, volume de injeção 10 μL e tempo total de corrida de 

3 minutos.  

 

Tabela 7- Gradiente linear da fase móvel  

Tempo (min) 
Vazão 

(mL min-1) 
%A %B 

Inicial 0,250 95 5 

0,25 0,250 95 5 

1,50 0,250 0 100 

2,50 0,250 0 100 

2,60 0,250 95 5 

3,00 0,250 95 5 

 

 

 O espectrômetro de massa empregou fonte de eletrospray com modo de 

ionização positivo (ESI+) e negativo (ESI-). Os compostos foram infusionados com 

uma solução de 50 μg L-1 e foram escolhidas duas transições utilizando monitoramento 

de reações selecionadas (SRM, do inglês selected reaction monitoring) para cada 

composto, com exceção do ibuprofeno. A transição de maior intensidade foi utilizada 

para quantificação e a segunda para identificação dos analitos de interesse. As 

condições empregadas no espectrômetro de massas foram as seguintes: 

 Temperatura da coluna: 40 °C; 

 Pressão: 7000 a 7500 psi; 

 Capilar: 2,0 kV (+) e 2,5 (-); 

 Temperatura de dessolvatação: 450 °C; 
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 Vazão gás: 400 L h-1; 

 Vazão no cone: 80 L h-1; 

 Vazão gás colisão (Argônio): 0,15 mL min-1. 

 Temperatura da fonte: 150 ºC. 

 

Os parâmetros energia de cone, colisão, transição relativas ao SRM utilizados 

para cada contaminante emergente, são apresentados na Tabela 8. O modo de 

ionização positivo ou negativo bem como as transições de cada contaminante foram 

estabelecidas através da infusão dos analitos de interesse em uma concentração de 

50 µg L-1. Na Figura 6 pode-se verificar as transições SRM de alguns dos compostos 

das diferentes classes analisadas neste trabalho em uma amostra branco fortificada.  

 

Tabela 8- Compostos em estudo, respectivo tempo retenção, íon precursor, íon 
produto, modo de ionização, energia do cone e colisão para cada transição SRM. 

Compostos 
tR 

(min) 

Modo de 
ionização 

(ESI) 

Energia 
do cone 

(V) 

Transições SRM, m/z (EC, eV) 

Quantificação Identificação 

Paracetamol 0,63 + 22 152,0 > 110,0 (15) 152,0 > 65,0 (30) 

Tetrabromobisfenol A 1.61 + 40 542,7 > 417,0 (30) 542,7 > 419,4 (30) 

Cafeina 1,60 + 25 195,3 > 138,0 (20) 195,3 > 110,0 (20) 

Diclofenaco 1,86 + 30 296,1 > 250,1 (5) 296,1 > 215,0 (5) 

Ibuprofeno 1,87 - 15 205,0 > 161,0 (7) - 

Estriol 1,89 - 65 287,0 > 171,1 (37) 287,0 > 145,1 (39) 

Nicotina 1,91 + 27 163,1 > 130,1 (18) 163,1 > 132,1 (15) 

Bisfenol A 2,07 - 31 227,1 > 212,0 (17) 227,1 > 133,0 (25) 

Bisfenol B 2,15 - 31 242,0 > 213,0 (25) 242,0 > 255,0 (17) 

17-β-estradiol 2,17 - 55 271,2 > 144,7 (40) 271,2 > 183,1 (35) 

Androstenediona 2,17 + 30 287,1 > 97,0 (22) 287,1 > 109,0 (24) 

Estrona 2,19 - 65 269,2 > 145,0 (36) 269,2 > 143,0 (48) 

Testosterona 2,23 + 29 289,2 > 97,0 (22) 289,2 > 109,0 (21) 

Acetato de megestrol 2,29 + 30 385,5 > 224,2 (30) 385,5 > 267,3 (15) 

Progesterona 2,35 + 30 315,2 > 97,0 (22) 315,2 > 109,0 (24) 

Trifenilfosfato (PI) 2,35 + 40 327,0 > 215,0 (37) 327,0 > 152,0 (28) 

tR: tempo de retenção; SRM: monitoramento de reações selecionadas; EC: energia do cone. 
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Figura 6 – Cromatograma de íon total dos compostos representativos das diferentes 
classes analisadas neste estudo fortificados no nível 2 (F2).  

 

 

4.2 TRATAMENTO DA BARRA ADSORTIVA 

 

 Antes de iniciar os testes de extração, o tratamento das barras deve ser 

realizado a fim de manter os dispositivos em boas condições, evitando assim, o 

desprendimento do sorvente e eliminação de interferentes. A esquematização do 

tratamento dos dispositivos pode ser visualizada na Figura 7. 
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Figura 7 - Etapas do tratamento da barra adsortiva. 1) Imersão dos dispositivos em 
acetonitrila e tratamento ultrassônico; 2) Agitação em agitador magnético; 3) Barras 
confeccionadas. 

 

 

 

Nesta etapa verificou-se também que a confecção das barras foi satisfatória 

tendo em vista que houve uma boa adesão do sorvente na fita e após os testes de 

estabilidade, a estrutura das barras foram mantidas. Além disso, o tratamento das 

barras confeccionadas é imprescindível para retirar o excesso dos sorventes 

inseridos. Na Figura 8 é demonstrado o que ocorre com a barra adsortiva durante a 

etapa de limpeza. 
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Figura 8- Etapas da retirada do excesso de sorvente 1) Inserção do dispositivo em 
acetonitrila 2) Início do tratamento ultrassônico e 3) Final do tratamento em ultrassom. 

 

 

Em um primeiro momento (1) a barra adsortiva é transferida para um frasco 

contendo o solvente de limpeza (acetonitrila). Após, este frasco é transferido para o 

ultrassom e em apenas alguns segundos, inicia-se o desprendimento do excesso do 

sorvente (2). No final do tratamento ultrassônico a solução fica com os resíduos do 

sorvente não fixados na barra (3) e passa para a segunda etapa de limpeza (agitação 

por mais 15 minutos em água ultra-pura). Verifica-se, portanto, a necessidade da 

limpeza para assegurar que a etapa posterior de extração seja eficaz. 

 

 

4.3 TESTES DE ROBUSTEZ E ESTABILIDADE DOS DISPOSITIVOS 

 

4.3.1 Solvente para limpeza e extração 

 

Esta etapa teve como objetivo avaliar a estabilidade da fita adesiva na presença 

de diferentes solventes orgânicos. Os resultados do emprego dos solventes 

acetonitrila, metanol, acetonitrila:metanol (1:1, v/v), acetona e diclorometano podem 

ser verificados na Figura 9.  
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Figura 9 - Comportamento das barras na presença de diferentes solventes. 
 

 

 

Umas das principais características almejadas na escolha do solvente é que o 

mesmo deve apresentar a possibilidade de auxiliar na extração dos compostos de 

interesse sem decompor o dispositivo confeccionado (ALMEIDA e NOGUEIRA, 2015). 

Conforme apresentado na Figura 9, pode-se verificar que os solventes acetona e 

diclorometano não foram propícios nesta etapa, tendo em vista a degradação da fita 

em torno do dipositivo. Já os solventes MeOH, ACN:MeOH (1:1, v/v) não deterioraram 
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a barra, contudo, percebe-se que a fita soltou-se levemente do tubo de polipropileno 

em ambos os casos e para o MeOH, o dispositivo adquiriu uma cor esbranquiçada.  

Desta forma, optou-se pelo solvente acetonitrila para a limpeza e também para 

a dessorção dos analitos. Este solvente demonstrou ser eficaz para estes propósitos 

tendo em vista que a barra permaneceu em boas condições de uso após o contato 

com o mesmo. 

 

4.3.2 Teste de temperatura 

  

 O teste de temperatura consistiu em deixar o dispositivo em água no ultrassom 

nas temperaturas de 20, 30, 40 e 50 ºC. O comportamento das barras permaneceu 

constante com as diferentes temperaturas. Entretanto, para este estudo optou-se pelo 

uso da temperatura à 20 ºC tendo em vista que os hormônios esteroides podem se 

degradar ou ser afetados por condições ambientais tais como temperatura, pH, ou 

oxigênio dissolvido. Em geral, estudos demonstram que esta degradação é mais 

comum para temperaturas acima de 30 °C (YANG, 2010). 

 

4.3.3 Teste de pH 

 

 A verificação da estabilidade do dispositivo com diferentes pH é essencial uma 

vez que este parâmetro pode influenciar na taxa de recuperação dos analitos na etapa 

de otimização da extração (AHMAD et al., 2014). Além disso, a realização dos testes 

de pH é importante para verificar se o dispositivo pode ser submetido a condições 

mais básicas ou ácidas e ao mesmo tempo manter o dispositivo de microextração em 

boas condições de uso. O comportamento das barras frente às mudanças de pH pode 

ser demonstrado na Figura 10. 
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Figura 10 -  Comportamento das barras adsortivas em diferentes pH. 
 

 

   Conforme demonstrado na figura acima, os testes de estabilidade em diferentes 

pH mantiveram as barras intactas. Isto pode ser verificado observando que não houve 

o desprendimento dos sorventes, pois as soluções mantiveram-se límpidas e que a 

fita e o formato da barra permaneceram constantes.  

Sendo assim, os resultados obtidos demonstraram excelente estabilidade para 

pH de 1 a 14 o que comprova a aplicabilidade para a análise de compostos com 

diferentes polaridades. 

 

 

4.4 TESTES INICIAIS DE EXTRAÇÃO E DESSORÇÃO PARA ESCOLHA DO 

MELHOR SORVENTE 

 

Após a finalização dos parâmetros de estabilidade e robustez das barras, 

realizou-se a segunda etapa do trabalho, a qual consiste em avaliar o desempenho 

analítico do dispositivo BAµE na extração dos contaminantes emergentes 

selecionados neste estudo. Antes de iniciar o processo de extração, foi realizada a 

extração sem os sorventes, somente com o tubo polipropileno e com a fita a fim de 

verificar se havia algum tipo de interferente na fita adesiva. Entretanto, após a 

confirmação de que a fita não liberou nenhum composto na solução, deu-se 

procedência aos testes com os sorventes.  
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Os frascos foram posicionados em um agitador de múltiplas posições e a 

extração foi realizada durante 10 h de agitação a 1100 rpm. Após este intervalo, os 

dispositivos foram transferidos para um Eppendorf contendo 1 mL de acetonitrila e 

colocados em ultrassom, onde foi feita a etapa de dessorção, durante 1 h.  

Posteriormente, as barras foram retiradas dos frascos Eppendorf com o auxílio de uma 

pinça e a solução remanescente foi filtrada e injetada no sistema UHPLC-MS/MS. 

Foram também realizados testes filtrando a solução contida nos frascos de extração 

a fim de verificar a presença residual dos contaminantes. 

Segundo NENG (2011), durante a agitação da barra, a qual está coberta com 

o sorvente apropriado, inicia-se o processo de enriquecimento o qual é reponsável 

pelo equilíbrio estático dos analitos entre a fase extratora e aquosa. A etapa de 

agitação realizada neste trabalho pode ser visualizado na Figura 11. 

Figura 11- Demonstração da etapa de extração e do comportamento da barra em 

solução. 

 

O movimento de agitação da matriz líquida favorece a microextração dos 

solutos no sorvente. Durante o processo de enriquecimento, a barra de extração se 

mantém suspensa e em equilíbrio abaixo do vortex formado. A escolha do sorvente 

foi essencial para a confecção do dispositivo BAµE tendo em vista que é a base 

fundamental para que seja possível a retenção dos analitos de interesse. Um bom 

sorvente deve ter características apropriadas tais como, apresentar bom revestimento 

da barra a fim de obter uma boa adsorção, enriquecimento adequado, e 

consequentemente, demonstrar boa eficiência. Os resultados dos testes com 

diferentes sorventes foram realizados em função das áreas normalizadas e podem ser 

observados na Figura 12. 
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Figura 12 - Gráfico de contaminantes emergentes utilizando diferentes sorventes em função da área normalizada. 
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Através do gráfico pode-se notar que o sorvente mais adequado para a maioria 

dos analitos de interesse foi o Oasis® HLB tendo em vista que suas propriedades 

hidrofílicas e lipofílicas permitem a análise de compostos com diferentes polaridades. 

Segundo ZHU e colaboradores (2001), este sorvente propicia uma extração mais 

robusta, melhora a recuperação de compostos polares e não-polares em matrizes 

complexas e apresenta uma maior capacidade se comparado à sorventes de fase 

reversa. Portanto, explica-se assim um dos motivos de os compostos apresentarem 

baixas áreas com o sorvente C18. 

Quanto aos GCB-1 a 6 com diferentes mesh, pode-se verificar que para todos 

os ensaios, as áreas foram baixas para os compostos em estudo. A proporção de 

grafite de carbono pode variar de 0 a 100%, todavia, segundo WANG & colaboradores 

(2010), a utilização do grafite como sorvente tem sido bastante empregada para 

compostos com caráter mais apolares. Tendo em vista que a maioria dos compostos 

deste estudo são polares, este pode ter sido um dos motivos para as baixas 

recuperações com este sorvente. 

Em relação aos dois tipos de carvão analisados neste estudo, pode-se 

verificar que as áreas obtidas também não foram satisfatórias para nenhum dos 

compostos. Os materiais carbonáceos, especialmente o carbono ativado, são 

amplamente empregados como adsorventes devido à sua excelente capacidade de 

adsorção. No entanto, após a análise de estudo que empregam diferentes tipos de 

carvão para a análise de poluentes emergente, pode-se verificar que os tipos de 

carvão que apresentam melhores recuperações são aqueles com uma área de 

superfície maior, como por exemplo, 900-1400 m²/g (ALMEIDA e NOGUEIRA, 2015). 

Tendo em vista que os carvões testados neste trabalho apresentam menores áreas 

de superfície (100 m²/g), as recuperações podem ter sido comprometidas.  

Por fim, tem-se o cartucho Strata X que apresenta propriedades poliméricas 

e que não apresentou boas recuperações para a análise dos compostos de interesse. 

Os sorventes Oasis® HLB e Strata X apresentam propriedades similares, ou seja, 

contém o mesmo adsorvente, que é o copolímero divinilbenzeno modificado por 

grupos N-vinilpirrolidona e ambos têm boas propriedades para a extração de 

diferentes tipos de analitos em amostras de água (CABAN et al., 2015). Porém, 

através dos resultados pode-se verificar que apesar dos dois sorventes apresentarem 

áreas similares para alguns compostos, o Oasis® HLB foi mais satisfatório, 

principalmente para o diclofenavo, estriol e ibuprofeno. ZENDONG & colaboradores 
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(2014) avaliaram em seu estudo diferentes sorventes poliméricos e lipofílicos para a 

retenção de toxinas marinhas (dentre eles, Oasis® HLB e Strata X) e verificaram que 

o tempo necessário para a retenção de toxinas no cartucho Strata X era muito maior 

do que para o Oasis® HLB. Tendo em vista esta constatação e comparando-a com o 

presente estudo, um dos motivos para a diferença de áreas nos testes de extração 

envolvendo o sorvente Strata X pode ter sido ocasionado pelo tempo de agitação uma 

vez que o mesmo está relacionado com o tempo de equilíbrio necessário para que os 

compostos de interesse sejam retidos no sorvente. 

Sendo assim, após a análise desses resultados, optou-se por seguir os testes 

somente com o sorvente Oasis® HLB, otimizando as condições das barras a fim de 

tentar recuperar mais compostos. A utilização de Oasis® HLB como sorvente pode ser 

destacado tendo em vista que os sorventes mais empregados em outros estudos são 

o carvão ativado (ALMEIDA & NOGUEIRA, 2014; ALMEIDA et al., 2013; ALMEIDA et 

al., 2014; NENG et al., 2011; GONÇALVES et al., 2012; NENG & NOGUEIRA, 2012) 

e pirrolidona modificada (ALMEIDA & NOGUEIRA, 2012; ALMEIDA et al., 2013; 

ALMEIDA & NOGUEIRA, 2015). 

 

 

4.5 OTIMIZAÇÃO DAS CONDIÇÕES DO DISPOSITIVO BAµE UTILIZANDO 

PLANEJAMENTO DE COMPOSTO CENTRAL 

 

Visando otimizar a etapa de extração, a barra adsortiva foi submetido a 

diversos testes para avaliar os melhores parâmetros que pudessem oferecer 

recuperações adequadas. Para isto, verificou-se o tempo necessário para o equilíbrio, 

o qual depende das interações entre os analitos; a velocidade de agitação da barra 

de extração; o pH e o tempo necessário no ultrassom para que a dessorção seja 

completa. 

As variáveis foram escolhidas a fim de avaliar os melhores parâmetros em se 

tratando do procedimento de extração e dessorção. Segundo AHMAD e 

colaboradores (2014) as melhores condições de extração para o hormônio 

testosterona em urina foram: 16 h de tempo de equilíbrio, 1000 rpm de agitação, pH 

5,5 e 30 min de dessorção. Já para a extração de 9 hormônios em água e urina, 

realizada por ALMEIDA & NOGUEIRA (2015) foram otimizadas as seguintes 

condições: 16 h de tempo de equilíbrio, 1250 rpm, pH 5,5 e 30 min de dessorção. E 
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por fim, em um estudo para a determinação de fármacos em água utilizaram-se as 

seguintes condições: 16 h de tempo de equilíbrio, 1000 rpm, pH 5,0 e 45 min de 

dessorção (NENG & NOGUEIRA, 2012).  

A partir das condições otimizadas nos três estudos previamente citados, 

testaram-se neste trabalho condições para a determinação de contaminantes 

emergentes em água utilizando condições similares e próximas às utilizados nestes 

outros estudos. 

A utilização do planejamento de composto central é muito importante para 

simplificar o número de experimentos e reduzir o custo e tempo requerido para o 

desenvolvimento experimental. A metodologia de superfície gerada através do CCD 

fornece uma melhor visualização dos resultados tendo em vista que é mais fácil a 

compreensão da combinação de valores dos diferentes parâmetros. Após a realização 

dos 27 ensaios em duplicata, foram geradas as superfícies de respostas 

demonstradas nas Figura 13.  

 

Figura 13 – Superfície de resposta gerada por um planejamento de composto central 
utilizando as variáveis fixas de rotação por minuto de 1200 rpm e tempo de equilíbrio 
de 8 h.  
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A partir da interpretação do gráfico de superfície demonstrado na Figura 15 

pode-se constatar que o tempo de dessorção de 20 minutos é suficiente para a 

dessorção total dos analitos.  Em relação ao pH verificou-se que condições extremas 

de pH ácido ou básico podem afetar negativamente as recuperações. Sendo assim, o 

pH ideal está na faixa de 4,0 a 7,0 porém, neste estudo, selecionou-se o pH 5,5 uma 

vez que o pH da ultra-pura é aproximadamente 5,5-6 não havendo necessidade de 

ajuste e deixando o método mais prático tendo em vista a eliminação de etapas 

desnecessárias. Todavia, no caso das amostras reais, o pH deverá ser medido 

previamente e se necessário, ajustado para o pH entre 5,5-6.  

Quanto ao parâmetro de rotação, a escolha de 1200 rpm mostra-se uma boa 

opção tendo em vista a melhor formação do vortex durante o período de agitação. 

Além disso, a formação estável do vortex nesta rotação impede que o dispositivo tenha 

contato com as paredes do frasco de extração. 

Para o tempo de equilíbrio, as condições geradas pelo planejamento do 

composto central foram de 1, 6, 11, 16 e 21 h. Foi possível verificar que o tempo de 

equilíbrio de 6 h não foi o suficiente para recuperar os analitos de interesse, entretanto, 

o tempo de 11 h demonstrou ser eficaz para este fim. Sendo assim, antes da etapa 

de validação optou-se pela realização de novos experimentos testando os tempos de 

extração de 7, 8 e 9 h. A partir destes testes, foi verificado que o tempo de 8 h foi 

suficiente para recuperar a maioria dos compostos. Com estas condições, destaca-se 

que o fator de enriquecimento obtido foi de 17,8. 

Portanto, as escolhas dos parâmetros foram otimizadas da seguinte forma: 

tempo de extração de 8 h, agitação em 1200 rpm, pH 5,5 e 20 min de tempo de 

ultrassom. A esquematização do preparo de amostra otimizado pode ser visualizada 

na Figura 14. Ressalta-se que estes parâmetros foram selecionados levando em 

consideração os resultados da interpretação das superfícies de resposta e devido à 

praticidade do ensaio.  
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Figura 14- Preparo de amostra otimizado através do planejamento do composto 
central. 

 

 

Pode-se destacar que os parâmetros estabelecidos neste estudo para a análise 

contaminantes emergentes em água são similares em termos de pH (5,5) em relação 

a outros estudos que avaliaram estes mesmos compostos. No entanto, o tempo de 

sonicação (20 min) e de equilíbrio (8 h) estabelecidos no atual trabalho são menores 

uma vez que o tempo de 30-45 min de ultrassom e 16 h de equilíbrio são os mais 

relatados na literatura para a análise de hormônios e fármacos (AHMAD et al., 2014; 

ALMEIDA & NOGUEIRA, 2015; NENG & NOGUEIRA, 2012). 

Após a realização de testes com as condições otimizadas, foi possível verificar 

que dentre os 16 poluentes emergentes selecionados neste estudo, apenas a cafeína 

e nicotina não recuperaram. Conforme já demonstrado na Figura 12, mesmo com os 

11 diferentes sorventes testados, a cafeína e nicotina haviam apresentado áreas muito 

baixas. Um dos motivos que podem ter acarretado este comportamento é devido ao 

solvente de dessorção que talvez não tenha sido o ideal para a dessorção completa 

dos analitos retidos no sorvente.  

FERREIRA (2005) realizou um estudo para o monitoramento de cafeína em 

diferentes ambientes aquáticos. O preparo de amostra da cafeína foi realizada através 

de uma extração líquido-líquido com solvente diclorometano. KOMES & colaboradores 

(2009) demonstraram em seu estudo a extração de cafeína utilizando clorofórmio. 

Sendo assim, pode-se verificar através de outros estudos que estes dois solventes 
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citados são os mais comuns para a análise deste analito. Todavia, conforme 

demonstrado nos testes de estabilidade das barras (item 4.3.1), a fita sofre 

degradação na presença destes dois solventes impossibilitando a utilização dos 

mesmos para dessorção. 

Em relação à nicotina, LOPES & colaboradores (2014) utilizaram a técnica de 

SPE para a análise deste analito em água e o solvente de extração empregado foi o 

metanol. Conforme os testes de estabilidade, foi também verificado que este solvente 

degradou a fita que reveste a barra, e por isso não pôde ser empregado para a 

dessorção. 

 

 

4.6 VALIDAÇÃO 

 

4.6.1 Seletividade 

 

Um dos aspectos mais almejados em um método analítico é a obtenção de um 

sinal livre da influência de outras espécies presentes em uma determinada amostra, 

de modo que esse sinal possa ser atribuído de forma segura aos analitos de interesse 

(SPÍNOLA et al., 2014). A seletividade do método proposto foi satisfatória 

considerando que não houve interfentes com os mesmos íons de quantificação e 

identificação e também devido à ausência dos poluentes emergentes no “branco”, que 

neste estudo foi a água ultrapura. Sendo assim, a amostra “branco” foi utilizada para 

o preparo das curvas analíticas e ensaios de fortificação. A Figura 15 apresenta o pico 

da estrona fortificada no nível de seu LOQ (0,02 µg L-1) sobreposta ao branco utilizado 

neste trabalho (água ultrapura). 
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Figura 15- Cromatograma de íon total do hormônio estrona fortificado no nível de 0,02 
µg L-1 sobreposta ao branco (água ultrapura). 

 

 

 

 

4.6.2 Faixa de trabalho e curva analítica 

 

A expressão matemática usada para o cálculo de concentração do analito a ser 

determinado contou com uma equação da reta (Equação 1), que relaciona duas 

variáveis, conforme estabelecido pelo INMETRO, 2011: 

𝑦 = 𝑎𝑥 + 𝑏    (1)  

sendo: 

y= resposta medida (área do pico); 

x= concentração; 

a= coeficiente angular, inclinação da curva analítica; 

b= coeficiente linear - intersecção com o eixo y, quando x=0. 
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Os coeficientes de determinação e a faixa linear obtidos através do preparo da 

curva podem ser observados na Tabela 9.  

 

Tabela 9 – Coeficiente de determinação e faixa linear para a curva preparada na 
matriz branco fortificada. 

Analitos Faixa linear (µg L-1) r2 

17-β-estradiol 0,4-10,0 0,9973 

Androstenediona 0,04-2,0 0,9948 

Bisfenol A 0,08-2,0 0,9979 

Bisfenol B 1,6-40,0 0,9938 

Diclofenaco 2,0-20,0 0,9909 

Estriol 0,2-10,0 0,9996 

Estrona 0,2-10,0 0,9999 

Ibuprofeno 0,4-10,0 0,9922 

Acetato de megestrol 0,04-2,0 0,9992 

Paracetamol  0,08-2,0 0,9967 

Progesterona 0,04-2,0 0,9981 

Testosterona 0,04-2,0 0,9946 

Tetrabromobisfenol A 0,8-40,0 0,9953 

 

 

Através dos resultados obtidos, verificou-se que a linearidade de todos os 

contaminantes emergentes foi satisfatória uma vez que todos apresentaram r2>0,99. 

A estabilidade do instrumento foi verificada utilizando o padrão interno trifenilfosfato 

(PI), a fim de verificar a repetibilidade do sinal no sistema cromatográfico.   
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4.6.3 Exatidão e precisão 

 

Segundo a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA, 2003) a precisão 

de um método analítico pode ser determinada através do desvio padrão ou desvio 

padrão relativo (RSD%) ou coeficiente de variação (CV%) de uma séria de medidas. 

Assim, a precisão é expressa segundo a Equação 2, utilizando a fórmula: 

 

𝑅𝑆𝐷 (%) =
𝑠

𝑋𝑚
× 100    (2) 

Sendo, 

RSD (%) = desvio padrão relativo; 

s = estimativa do desvio padrão absoluto; 

Xm = média de uma série de medidas. 

 

A exatidão e precisão do método foram avaliados através da análise de três 

níveis de fortificação com seis repetições, utilizando o cálculo de recuperação e desvio 

padrão relativo, respectivamente (Figura 16). O método validado proporcionou 

resultados satisfatórios para todos os compostos avaliados em 3 diferentes níveis de 

concentração (conforme descrito no item 3.10).  

A exatidão e precisão (intra e interday) foram satisfatórias tendo em vista que 

as recuperações variaram de 74 a 118% com RSD ≤ 19% conforme demonstrado na 

Tabela 10 e Figura 16.  
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Tabela 10- Resultados de recuperação e RSD para os ensaios de repetibilidade e 
precisão intermediária em diferentes níveis de fortificação. 

Analitos 

Repetibilidade 

Recuperação±RSD(%) 

Precisão intermediária 

 Recuperação±RSD(%) 

F1 F2 F3 F1 F2 F3 

17-β-estradiol 116±6 109± 8 89 ±15 110± 4 107± 9 106±8 

Androstenediona 112±16 113±4 101±17 105±10 104± 6 106±2 

Bisfenol A 118± 5 106±15 101± 4 106±3 118±15 106±6 

Bisfenol B 105±12 114±14 118±2 102±8 82±16 104±15 

Diclofenaco - 103± 6 111± 5 - 79±3 92±6 

Estriol 74±5 107±7 102±7 80± 6 107±4 101±5 

Estrona 99±9 100± 8 84±13 100± 7 104±6 99±13 

Ibuprofeno 98 ±3 104±4 108±7 102± 4 103±2 93±4 

Acetato de megestrol 111±15 102±7 105±10 105± 3 116±6 107±13 

Paracetamol  113 ± 3 113± 5 93±15 104± 2 112±5 112±7 

Progesterona 96±5 109±5 104± 5 99± 3 105±3 101±6 

Testosterona 101±15 102±16 85± 19 100± 8 101±1 99±5 

Tetrabromobisfenol A 83±8 105±9 104±14 91± 9 102±13 89±10 
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Figura 16- Recuperações intra e interday obtidas em 3 níveis de fortificação diferentes 
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4.6.4 Limite de detecção e quantificação 

 

O limite de quantificação (LOQ, do inglês limit of quantification) pode ser 

definido como a menor concentração da substância de interesse que pode ser medida 

com exatidão e precisão. É o nível de concentração mais baixo validado cumprindo 

critérios de aceitabilidade e desempenho do método. O LOQ também pode ser 

calculado através do método visual, relação sinal-ruído ou de parâmetros da curva 

analítica (ZANELLA et al., 2015). 

O limite de detecção (LOD, do inglês limit of detection) representa a menor 

concentração da substância que pode ser detectada mas não necessariamente 

quantificada. A forma de calcular este parâmetro pode ser a mesma do LOQ ou 

através da equação 3: 

𝐿𝑂𝐷 =
𝐿𝑂𝑄

3,33
 (3) 

 

Os valores de LOQ foram determinados levando em consideração a menor 

concentração do analito que pode ser validado com uma exatidão aceitável entre 70-

120% e com RSD ≤ 20%. Todos os compostos fortificados no nível 1 (F1) foram 

quantificados, com exceção do diclofenaco o qual apresentou valores de recuperação 

e RSD aceitáveis a partir do nível 2 (F2). Os limites de detecção e quantificação foram 

de 0,012 a 0,6 μg L -1 e 0,04 a 2 μg L -1, respectivamente (Tabela 11).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



74 
 

Tabela 11 – Valores de LOQ e LOD obtidos na validação.  

Analitos LOQ (µg L-1) LOD (µg L-1) 

17-β-estradiol 0,4 0,12 

Androstenediona 0,04 0,012 

Bisfenol A 0,08 0,024 

Bisfenol B 1,6 0,48 

Diclofenaco 2,0 0,6 

Estriol 0,2 0,06 

Estrona 0,2 0,06 

Ibuprofeno 0,4 0,12 

Acetato de megestrol 0,04 0,012 

Paracetamol  0,08 0,024 

Progesterona 0,04 0,012 

Testosterona 0,04 0,012 

Tetrabromobisfenol A 0,8 0,24 

 

 

Em comparação com outros estudos que utilizam a técnica de BAµE, os LOQs 

obtidos neste estudo foram mais baixos com exceção do trabalho BERNARDA et al., 

2015 (0,026 a 0,1056 μg L -1). Porém, ressalta-se que este estudo foi aplicado para a 

análise de 5 pesticidas em água utilizando a técnica de GC-MS.  

Em relação ao número de compostos, a quantidade máxima de analitos 

determinados até então pela técnica de BAμE foi de 10 fungicidas (ALMEIDA & 

NOGUEIRA, 2012) e neste trabalho foi possível a determinação de 13 contaminantes 

emergentes de diferentes classes. 
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4.7 APLICAÇÃO EM AMOSTRAS REAIS 

 

O método otimizado foi aplicado para a análise de contaminantes emergentes 

em 15 amostras de água. A fim de avaliar a aplicabilidade da metodologia proposta, 

os ensaios foram realizados em 8 amostras de água de superfície, 4 amostras de água 

de torneira e 3 amostras de água de garrafa. No total, foram encontradas 6 amostras 

positivas (6 de água de superfície). A Tabela 12 apresenta os valores encontrados em 

amostras de água utilizando a presente metodologia. Na figura 17 pode ser 

visualizado a presença de paracetamol e bisfenol A na amostra AS 3 e AS 6 e seus 

respectivos LOQs. 

 

Tabela 12- Concentrações (μg L−1) de contaminantes emergentes em amostras reais 
em águas de superfície. 

Analitos 
Água de superfície 

AS 1 AS 2 AS 3 AS 4 AS 5 AS 6 

Bisfenol A n.d 0,67 0,08 n.d 0,08 0,17 

Paracetamol 0,70 0,31 4,2 0,10 n.d n.d 

n.d: não detectado 

 

Os contaminantes emergentes bisfenol A e paracetamol foram encontrados em 

concentrações de 0,08 a 0,665 μg L-1 e 0,104 a 4,2 μg L-1, respectivamente. 

MONTAGNER & JARDIM (2011) detectaram o plastificante bisfenol A (0,204 a 13,016 

μg L-1) e paracetamol (0,0134 a 0,28 μg L-1) em águas de superfície no Brasil. MELO 

& BRITO (2014) também relataram a presença de bisfenol A em 2 amostras de água 

de superfície no Brasil em concentrações que variaram de 1,11 a 3,61 μg L−1.  
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Figura 17-Cromatograma de duas amostras positivas de paracetamol e bisfenol A em 
águas de superfície (AS 3 e AS 6), com os seus respectivos LOQs obtidos pela técnica 
de BAµE seguido pela análise por UHPLC-MS/MS. 

 

 

 

O bisfenol A é amplamente empregado como monômero na produção de resinas 

e policarbamatos na indústria de plástico. A presença deste composto pode estar 

relacionada tanto com a disposição incorreta destes plásticos em cursos d’agua 

quanto pelo contato do ser humano com alimentos ou bebidas que contém este 

composto nas embalagens. 

O paracetamol foi o composto mais detectado (concentração média de 3,702 μg 

L-1) em águas de superfície de uma região urbana central do Sul do Brasil 

(CAMPANHA et al., 2015). O uso de paracetamol pode estar associado principalmente 

ao alto consumo deste composto como analgésico e devido a falta de controle de 

consumo do mesmo, tendo em vista que é um medicamento que pode ser vendido 

sem prescrição médica (CAMPANHA et al., 2015). 
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5 CONCLUSÕES 

 

O presente trabalho demonstrou o desenvolvimento do dispositivo de 

microextração adsortiva em barra (BAμE) para a análise de contaminantes 

emergentes em água utilizando a técnica de UHPLC-MS/MS. Os testes mecânicos e 

de estabilidade foram realizados de forma a garantir que o dispositivo suportasse 

diferentes condições de solvente, pH e temperatura. Desta forma, verificou-se que o 

solvente acetonitrila foi a melhor opção tendo em vista que não degradou a fita em 

torno do dispositivo. Quanto as condições de temperatura e pH foi constatado que as 

barras suportaram todas os intervalos de pH e temperatura selecionados. 

Através da realização de testes para escolha do melhor sorvente para revestir 

o dispositivo verificou-se que o sorvente Oasis® HLB foi o mais satisfatório para a 

análise dos compostos de interesse. O método de preparo de amostra proposto 

associada com a otimização por planejamento do composto central demonstrou uma 

combinação eficaz das diferentes variáveis: tempo de equilíbrio (8 h), pH (5,5), rotação 

(1200 rpm) e tempo de dessorção (20 min). Destaca-se que essas condições 

apresentam tempo de equilíbrio e de dessorção inferiores aos relatados até então 

tornando a análise menos morosa. 

A análise por UHPLC-MS/MS apresentou alta sensibilidade e seletividade e 

permitiu a determinação de 13 analitos pertencentes às classes dos fármacos, 

hormônios, plasticidas e retardantes de chama de forma simultânea, em um intervalo 

de 3 minutos. Em comparação com outros estudos relatados até então, este é o 

primeiro trabalho que combina a técnica de BAμE com UHPLC-MS/MS.   

A metodologia desenvolvida demonstrou ser eficaz para a aplicação em 

amostras reais de água de superfície, torneira e de garrafa. Dentre as 15 amostras 

analisadas, 6 apresentaram resultados positivos para os compostos bisfenol A e 

paracetamol. 

Por fim, o método proposto demonstrou ser eficaz para a análise contaminantes 

emergentes em água tendo em vista a possibilidade de analisar diferentes classes de 

forma simultânea e com um preparo de amostra simples e de baixo custo. Esta 

metodologia é uma alternativa viável para microextração e enriquecimento de analitos 

e tende a ganhar espaço com o desenvolvimento de novas condições que otimizem e 

simplifiquem o processo de extração e dessorção. 
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DESTINO DOS RESÍDUOS GERADOS 

 

 

Os resíduos líquidos e sólidos gerados no desenvolvimento deste trabalho foram 

devidamente identificados e encaminhados para o almoxarifado do Departamento de 

Química da Universidade Federal de Santa Maria para posterior tratamento e 

descarte. 

Os resíduos sólidos foram armazenados em sacos plásticos enquanto os 

líquidos foram transferidospara frascos de vidro. 

Os resíduos líquidos foram ainda subdivididos nas seguintes classes: 

halogenados e não-halogenados e álcool e acetona os quais foram utilizados na 

limpeza do material de laboratório.  
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SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 

 

 Aumentar o escopo de poluentes emergentes para a análise por UHPLC-MS/MS; 

 Incluir mais compostos para analisar por GC-MS/MS; 

 Testar a extração com BAµE em bebidas e amostras biológicas; 

 Avaliar a possibilidade de aplicação do método validado para a análise de 

amostras de água de diferentes regiões do país. 
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APÊNDICE A- TABELAS COM AS CONCENTRAÇÕES DA CURVA 

PREPARADA NA MATRIZ BRANCO FORTIFICADA DE CADA 

COMPOSTO EM ESTUDO 

 

Curva 0,04 a 2,0 µg L-1: androstenediona, acetato de megestrol, progesterona e 
testosterona 
 

Concentração na dessorção 
(µg L-1) 

Concentração na fortificação 
 (µg L-1) 

Concentração final no 
equipamento (µg L-1) 

2 0,04 1 

4 0,08 2 

10 0,2 5 

20 0,4 10 

40 0,8 20 

100 2 50 

 
 
 
Curva 0,08 a 2,0 µg L-1: bisfenol A e paracetamol 
 

Concentração na dessorção 
(µg L-1) 

Concentração na fortificação 
 (µg L-1) 

Concentração final no 
equipamento (µg L-1) 

4 0,08 2 

10 0,2 5 

20 0,4 10 

40 0,8 20 

100 2 50 

 
 
Curva 0,2 a 10,0 µg L-1: estriol e estrona 
 

Concentração na dessorção 
(µg L-1) 

Concentração na fortificação 
 (µg L-1) 

Concentração final no 
equipamento (µg L-1) 

10 0,2 5 

20 0,4 10 

50 1 25 

100 2 50 

200 4 100 

500 10 250 

 
 
 
 



 

 
 
 
Curva 0,4 a 10,0 µg L-1: ibuprofeno e 17-β-estradiol 
 

Concentração na dessorção 
(µg L-1) 

Concentração na fortificação 
 (µg L-1) 

Concentração final no 
equipamento (µg L-1) 

20 0,4 10 

50 1 25 

100 2 50 

200 4 100 

500 10 250 

 
 
 
 
Curva 1,6 a 40,0 µg L-1: bisfenol B 
 

Concentração na dessorção 
(µg L-1) 

Concentração na fortificação 
 (µg L-1) 

Concentração final no 
equipamento (µg L-1) 

80 1,6 40 

200 4 100 

400 8 200 

800 16 400 

2000 40 1000 

 
 
Curva 2,0 a 20,0 µg L-1: diclofenaco 
 

Concentração na dessorção 
(µg L-1) 

Concentração na fortificação 
 (µg L-1) 

Concentração final no 
equipamento (µg L-1) 

100 2 50 

200 4 100 

400 8 200 

500 10 250 

1000 20 500 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
 
Curva 0,8 a 40,0 µg L-1: tetrabromobisfenol 
 

Concentração na dessorção 
(µg L-1) 

Concentração na fortificação 
 (µg L-1) 

Concentração final no 
equipamento (µg L-1) 

40 0,8 20 

80 1,6 40 

200 4 100 

400 8 200 

800 16 400 

2000 40 1000 

 


