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RESUMO

Agua e alimentos sdo dois dos principais e mais essenciais requisitos para a manutencdo da
vida. Ambos esses dois tipos de matrizes estdo sujeitos a contaminagdes por agrotoxicos que
vem tendo seu uso aumentado desde a metade do século XX, sendo utilizados em culturas
vegetais como meio de auxiliar no combate de pragas. No entanto, essas substincias sdo
prejudiciais a saide de seres humanos e animais que venham a entrar em contato com elas.
Alimentos s3o um tipo de matriz extremamente complexa, compostas de acidos graxos,
proteinas, gorduras, carboidratos, pigmentos e outros compostos, por isso, para a analise
especifica de compostos como agrotoxicos, € necessario um preparo da amostra que possa nos
livrar de interferentes e garantir a confiabilidade das analises. O mesmo se diz O método
QuEChERS e o MEFS s3o ambas técnicas de extracdo que tem sua fundamentacdo em
técnicas anteriores a elas, como a extracdo liquido-liquido e extragdo em fase solida. Ambas
tém caracteristicas distintas e muitas vezes opostas, mas tanto uma quanto a outra pode ser
aplicada em amostras alimenticias e aquosas para a determinagdo de pesticidas em tais
matrizes. Esse trabalho teve como proposito fazer uma revisdo bibliografica do método
QuEChERS com tampao de citrato e MEFS e aplica-los de forma pratica em amostras de

frutas e de 4gua para consumo humano, respectivamente.

Palavras-chave: QUEChERS; SPME; Pesticidas; Alimento; Agua.



ABSTRACT

Water and food are two of the main and most essential requirements for sustaining life. Both
of these two types of matrices are subject to contamination by pesticides, which have
increased in use since the mid-twentieth century, being used in vegetable crops as a means of
helping to combat pests. However, these substances are harmful to the health of humans and
animals that come into contact with them. Food is a type of extremely complex matrix,
composed of fatty acids, proteins, fats, carbohydrates, pigments and other compounds,
therefore, for the specific analysis of compounds such as pesticides, it is necessary to prepare
the sample that can rid us of interferences and ensure the reliability of the analyses. The same
goes for The QUEChERS method and MEFS are both extraction techniques that have their
foundation in techniques prior to them, such as liquid-liquid extraction and solid-phase
extraction. Both have distinct and often opposite characteristics, but either one or the other
can be applied to food and aqueous samples for the determination of pesticides in such
matrices. The purpose of this work was to carry out a bibliographical review of the
QuEChERS method with citrate buffer and MEFS and to apply them in a practical way in

samples of fruits and water for human consumption, respectively.

Keywords: QUEChERS; SPME; Pesticides; Food; Water.
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1 INTRODUCAO

As técnicas de preparo de amostra QUEChERS e MEFS, ambas podem ser
aplicadas a diferentes tipos de matrizes. Ao aplicd-las em amostras alimentares e de agua para
consumo humano, estamos colocando essa capacidade e versatilidade para atuar em funcao da
manuten¢do e garantia da qualidade com que esses produtos chegam a populagdes,
contribuindo em evitar danos a satude publica.

A segunda metade do século XX foi marcada por um aumento vertiginoso na
capacidade produtiva alimentar humana como nunca observado antes, com esse fato sendo
denominado de Green Revolution, ou Revolucdo Verde (PAUMGARTTEN, 2020). Como um
dos fatores responsaveis por esse aumento, podemos elencar a introdu¢do do uso de novos
tipos de pesticidas, como Paration e Endrina., que auxiliam na seguranca das culturas, mas
que também sdo altamente toxicos e apresentam elevados riscos quando consumidos por seres
humanos (PIMENTEL, 1996; KARUNARATHNE et al., 2020)

A contaminacdo por pesticidas ¢ uma das principais questdes de satde global,
visto que a utiliza¢do dessas substancias pode acarretar contaminagao de cultivos, de dgua, do
solo (PANIS et al., 2022) e a partir desses vetores levar a contaminacao de plantas, animais e
seus derivados, e até mesmo de seres humanos. Essas contaminagdes podem ocorrer em maior
ou menor grau, a depender da natureza do pesticida e da forma de dispersao (KHADEMI et
al., 2021).

Muitos pesticidas sdo conhecidos como Poluentes Organicos Persistentes (POPs),
devido a sua grande resisténcia a transformagdes, que tornam sua degradacdo lenta resultam
em uma grande capacidade de acimulo (REGO et al., 2019). E o caso dos organoclorados,
uma das classes mais dominantes de pesticidas (KOUREAS et al., 2016), que apresentam
natureza lipofilica e acabam por se acumular em carnes, leite, peixe e tecidos vivos em geral
(BONANSEA, AME, WUNDERLIN, 2013; LOZOWICKA et al, 2014). Ja os
organofosforados podem apresentar propriedades variadas, como polaridade e solubilidade
em agua. Assim como os carbamatos, os pesticidas organofosforados sdo usados para lidar
com insetos e ambos agem como inibidores da acetilcolinesterase, que pode acarretar
problemas neurologicos em seres humanos. (LOZOWICKA et al., 2014)

Um pesticida ¢ definido como uma substincia ou uma mistura de substancias que

tem como objetivo prevenir, repelir, destruir ou mitigar qualquer tipo de peste. Idealmente, o
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pesticida € uma substancia toxica para a forma de vida alvo, e ndo toxica para qualquer outra
forma de vida, embora ndo seja o caso da maior parte dessas substincias (ZHANG, JIANG,
OU, 2011; ANDRASCIKOVA, HROUZKOVA, 2016). Eles podem ser divididos em classes
em fungdo do alvo, se sdo herbicidas, inseticidas, biocidas e fungicidas; ou pelas propriedades
quimicas, com relagao aos heterodtomos que possuem na estrutura de suas moléculas, como
os ja citados organoclorados, as triazinas ou os carbamatos (KHADEMI et al., 2021). Esse
grupo de compostos esta em evolugio continua (BONANSEA, AME, WUNDERLIN, 2013).

No Brasil, para o registro de um pesticida, ¢ necessario que o mesmo cumpra
algumas condigdes, sendo que a maioria delas veta agrotoxicos para os quais ndao ha
tratamentos para os efeitos nocivos que podem causar no corpo humano (BRASIL, 1989). De
forma pratica, o uso de pesticida e seu acumulo em ecossistemas, sejam terrestres ou
aquaticos (BUNDSCHUH, GOEDKOOP, KREUGER, 2014), tem sido relacionados a
questdes ambientais, sendo associados a morte de insetos polinizadores (HRYNKO,
KACZYNSKI AND EOZOWICKA, 2021), essenciais a reproducio de espécies vegetais, e ao
adoecimento e contaminagdo de animais expostos a esses pesticidas.

Entretanto, o uso de pesticidas também pode ser associado a prote¢ao da saude
humana, visto que podem evitar contaminagdes em culturas vegetais que poderiam chegar ao
consumo humano e provocar danos a satide. (REICHERT et al., 2018)

Devido a alta toxicidade de alguns desses agrotdxicos, o monitoramento e a
regulamentacdo se fazem necessarios para o controle da dispersdo desses pesticidas no
ambiente e entre as pessoas, visto a necessidade de garantir a qualidade do produto que chega
ao consumidor. (VAN BOXSTAEL et al., 2013) Para que essa regulamentagdo seja efetiva, a
identificacdo e quantificagdo desses residuos de pesticidas tanto no ambiente quanto em
alimentos se faz de extrema importancia. (GONZALEZ-CURBELO et al., 2015)

Trés etapas sdo necessarias para que seja realizada uma analise em uma matriz,
seja para a identifica¢do de agrotdxicos ou de qualquer outro analito de interesse. A coleta da
amostra; o preparo da amostra, geralmente com a extragdo do analito, separando-o da matriz;
e a analise em si. Quando tratamos de amostras alimentares ¢ de dgua, lidamos com matrizes
complexas na qual podemos encontrar uma ampla variedades de compostos. A complexidade
dessas amostras ¢ o que torna a etapa de preparo tdo crucial, e ainda mais critica quando

pensamos em analises instrumentais, como sdo as de CG e LC.
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As técnicas abordadas nesse trabalho serdo a microextracdo em fase sélida
(SPME) e o método QuEChERS (Quick, easy, cheap, efficient, rugged and safe). Ambos nos
fornecem meios de determinar a existéncia e a quantidade de pesticidas em amostra de dgua e
alimento através de técnicas como a cromatografia gasosa e a cromatografia liquida, sendo o
critério de escolha a natureza da substancia analisada, sua polaridade, volatilidade e risco de
decomposicio em altas temperaturas. (BONANSEA, AME. WUNDERLIN, 2013).

Antes que o método QUEChERS fosse desenvolvido e apresentado a comunidade
cientifica, outros tipos de preparo de amostra ja existiam e eram amplamente utilizados, como
por exemplo a extracao liquido-liquido (LLE) e a extragdo em fase solida (SPE), métodos que
continuam validos e utilizaveis, mas apresentam muitos passos durante o pré-tratamento da
amostra (KOUREAS et al., 2016).

O presente trabalho mostra na pratica a importancia das referidas técnicas citadas

em amostras de alimentos e dgua para consumo humano.

2 QuEChERS

O método denominado como QuEChERS foi idealizado por Michelangelo
Anastassiades e Steven J. Letohay junto aos seus colaboradores e o artigo original, no qual a
técnica foi apresentada, foi publicado em 2003 (ANASTASSiADES, LETOHAY et al, 2003),
sendo, portanto, considerado um método moderno. O nome da técnica ¢ uma sigla para
rapido, facil, barato, eficiente, robusto e seguro (Quick, Easy, Cheap, Efficient, Rugged, Safe)
e nos deixa a par daquilo que esse método pretende ser. Trata-se de um método baseado em
extracdo, seguido de particdo liquido-liquido, somada a uma fase de limpeza por extragdo em
fase solida dispersiva (D-SPE). (GONZALEZ-CURBELO et al., 2015)

Qualquer trabalho de revisao que tenha como objeto o método QueChERS esbarra
em duas questdes. A quantidade de trabalhos que aplicam o método; e a quantidade de
trabalhos que afirmam o terem usado mas se referindo apenas ao uso do método de extragao
ou clean-up, nio o método completo. (MARTINEZ-DOMINGUEZ et al, 2014;
GONZALEZ-CURBELO et al., 2015)

Originalmente, o0 método QUEChERS foi idealizado como uma forma de extracao
de pesticidas em amostras de alimentos, frutas e vegetais, pretendendo ser um método que

pudesse ser utilizado para uma ampla faixa de pesticidas, desde apolares a muito polares.
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Gragcas a sua grande versatilidade, o método atingiu uma grande popularidade, sendo adaptado
para utilizacdo em diversos tipos de matrizes, como comidas, fluidos bioldgicos e amostras
ambientais, sendo que o seu principal uso continua sendo a analise multirresiduos em
alimentos (PERESTRELO et al., 2019).

Podemos associar a popularidade que o método QuUEChERS rapidamente ganhou
a algumas caracteristicas suas, uma delas ¢ apresentar as vantagens e praticidades de uma
extracdo liquido-liquido, porém usando uma quantidade muito reduzida de solventes
orginicos, a qual é uma caracteristica at¢é mesmo de Quimica Verde (GONZALEZ-
CURBELO et al., 2015), sendo barato, rapido, e simples, permitindo uma boa recuperagao
para pesticidas que apresentam diversas propriedades fisico-quimicas. (KACZYNSKI,
LOZOWICKA, 2017). O uso de pequenas quantidades de solvente, e a possibilidade de fazer
alteracdes nos pontos chaves da técnica, a tornam uma técnica extremamente versatil para ser
aplicada a diversos tipos de amostras e adaptada para apresentar a melhor performance
possivel, como visto na Figura 1. Essas alteragdes podem provocar impactos relevantes na
eficiéncia da extragdo, (PERESTRELO et al., 2019) desde a porcentagem de recuperagdo do
analito até a matriz na qual a técnica pode ser aplicada.

O preparo de uma amostra através do método QuUEChERS envolve duas etapas.
Uma etapa inicial de extragdo em um solvente organico, que se apoia em uma particdo por
salting out, onde o equilibrio entre a fase organica e fase aquosa ¢ promovido; e uma segunda
etapa de extragdo solida dispersiva (D-SPE), a qual tem fun¢do de limpeza (clean-up) da
amostra (Ferreira et al., 2016).

Uma das principais desvantagens do método QuUEChERS ¢ a sua baixa capacidade
de pré-concentracdo quando comparado com outros métodos. Portanto, o extrato pode
precisar ser concentrado até atingir um LOD e LOQ aceitdveis. Para além disso, o

QuEChERS ndo ¢ facilmente automatizavel (SOUZA-SILVA, PAWLISZYN, 2015).
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Figura 1: Fluxograma que ilustra a modificagdes envolvidas na evolugdo do método QuEChERS em relagdo ao

método inicialmente proposto.

uEChERS Original

Solvente: o
Agitacao
RIECH Manual

Sais de Particao:
NaCl; MgSO0, (1:4)

Clean Up:

25 mg de PSA Alvo:

150 mg de

MgSO, 22 Agr0t0x100§ /

Tampdes de pH

Tampio de citrato
Tampao de acetato

Sais de partigao:
CH;CHOONa
NH.CH;CO;

NaHCOs;
Diferentes proporgdes de

. NaCl + MgS0.

Clean-up

C18 * Quitina
Alumina » Quitosana
Z-sept+ * Qutros
Diferentes combinacdes

Solventes

MeOH
Cloroférmio
EtAc

Outros solventes
organicos

Modos de Agitacio

* Vortex
Ultrassom

Fonte: adaptado de (PERESTELO et al., 2019)

2.1 Extracio

Miniaturizacio

Redug@o de amostras,

sais e solventes

Alvos

Aumento no nimero de
analitos
Diferentes familias

| quimicas

(" Analise cromatografica

GC,LC

Deteccéo por: PDA, FLR, -

| Ms

Performance

* Aumento da
sensibilidade
* Menores LOD e

- 10Q

Vantagens

¢ Diferentes campos
de analise

* Metodologia
flexivel

* Alternativa barata e

. confiavel

A etapa de extragao no método QUEChERS apresenta duas partes. A extragdo em

si, e a particdo das fases pelo efeito salting-out. Os principais fatores adaptaveis sdo os

solventes ¢ a combinag¢ao de sais utilizados.

O principal solvente utilizado ¢ a acetonitrila, o qual também foi o solvente

proposto por Anastassiades e Letohay na primeira versdo do método. Acetona, acetato de

etila, metanol, diclorometano e hexano também podem ser utilizados, mas a acetonitrila

apresenta diversas vantagens frente a outros solventes organicos, como a possibilidade da sua

aplicagdo na extragdo de uma ampla gama de compostos organicos com recuperacoes

satisfatorias, o que ¢ essencial ¢ qualquer método que se proponha a ser multi-residuos, sem
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co-extrair grandes quantidades de componentes lipofilicos da matriz. Para além disso, a
acetonitrila ¢ um solvente que apresenta compatibilidade tanto com cromatografia gasosa
quanto liquida acopladas a espectrometros de massa (FERREIRA et al., 2016). O uso da
acetonitrila também apresenta facilidades operacionais, visto que a parti¢cao liquido-liquido da
acetonitrila em agua ¢ mais facil e efetivamente realizada. (DA COSTA MORAIS,
COLLINS, JARDIM, 2018; PERESTRELO et al., 2019)

A depender da natureza dos pesticidas analisados, modificagdes podem ser
necessarias no método, como ¢ o caso dos herbicidas acidos, que apresentavam uma baixa
taxa de recuperacao no método QUEChERS original, j4 que em pH acima de 5 eles se
encontram em sua forma ionizada. (SACK et al., 2015; PERESTRELO et al., 2019). Como, a
principio, ndo foi proposto um modo de controle de pH durante a extracdo no método
QuEChERS, esse tipo de analito apresentava baixas taxas de recuperagdo (SACK et al,
2015).

Adaptar o método a outros tipos de analitos foi necessario e para isso foram
avaliados diferentes fatores, como a possibilidade de ionizacdo ou degradagdo das substincias
de interesse em decorréncia da acidez ou basicidade do meio (BRUZZONITI et al., 2014), e
os efeitos que o pH do meio podem ter na recuperacao do analito (TOMASINI et al., 2012;
RIZZETTI et al., 2016). O caso dos herbicidas acidos, citado acima, por exemplo, levou a
duas importantes modifica¢des: o uso de acetonitrila acidificada e o uso de tampdes de pH.
(TOMASINI et al., 2012; SACK et al., 2015)

A acetonitrila pode ser acidificada com acido foérmico, acido acético ou acido
citrico. Os tampdes de pH comumente utilizados sdo citrato (KACZYNSKI, LOZOWICKA,
2017), o qual possui uma baixa capacidade de tamponamento, ou acetato, com uma alta
capacidade de tamponamento. Outras possibilidades de tamponamento também podem ser
propostas, como um tampao de fosfato, para extracdes em meios mais alcalinos (DA COSTA
MORAIS, COLLINS, JARDIM, 2018; PERESTRELO et al., 2019). No entanto, o uso de
tampdes pode ser associada a presenca de uma maior quantidade de co-extrativos na amostra
(HOU et al., 2013), fato que pode ser facilmente contornado com uma etapa de clean-up
efetiva.

A introdugdo do tampao acetato no método QuUEChERS ¢ considerada um método

oficial desde de 2007, sendo conhecida como QUEChERS Acetato (RIZZETTI et al., 2016).
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2.1.1 Sais de Particio

Com respeito a separagdo de fases e promocao do efeito salting out na solugdo de
acetonitrila e 4gua, uma grande variedade de sais tém sido aplicados. Sulfato de Magnésio
(MgSO0.,), Sulfato de Sodio (Na,SO,), Acetato de Amodnio (NH4CH3CO2), Cloreto de Sédio
(NaCl), Acetato de Sédio (NaOAc), SCTD, SCDS, sao alguns exemplos. A combinagdo de
sais mais comumente usada € entre sulfato de magnésio e cloreto de sodio, tendo em vista as
propriedades dos dois, pois o sulfato de magnésio promove um melhor efeito salting out e
particdo das fases e ajuda na co-extracdo de alguns compostos polares indesejados, como
acucares. O uso do MgSO, ainda auxilia na extragdo de compostos, especialmente os nao
polares, visto que a reagdo de hidrata¢do do sal ¢ exotérmica, chegando a temperaturas entre
40 °C e 45 °C (GONZALEZ-CURBELO et al., 2015). O uso do cloreto de sodio controla a
polaridade, consequentemente aumentando a seletividade da extragdao. (PERESTRELO et al.,
2019)

O uso de alguns sais como alternativa aos MgSO, e NaCl vem sendo investigados
com interesse por pesquisadores, devido aos problemas que esses dois sais podem ocasionar
nos sistemas de detec¢ao baseados em espectrometria de massa (MS) pela formacao de adutos
de sédio, que sdao comuns em pH mais baixo. Sais de amonio, por exemplo, ndo apresentam
esse tipo de problema, pois se decompdem nas temperaturas da fonte de ions, além de
suprimir a formagdo dos adutos. (GONZALEZ-CURBELO et al., 2015; RIZZETTI et al.,
2016)

2.2 Clean-up

A presenga de co-extrativos na amostra a ser analisada pode levar a erros
analiticos e conclusdes equivocadas devido a interferéncias causadas pela intensificagdo do
efeito matriz (TOMASINI ef al., 2012; DA COSTA MORALIS, COLLINS, JARDIM, 2018),
para além disso, uma amostra que nao passou por um processo de clean-up pode causar danos
as colunas usadas em andlises cromatograficas, como ¢ o caso de amostras gordurosas. A
etapa de clean-up ¢ fundamental para obtermos uma andlise significativa dos analitos

desejados e uma amostra adequada a ser submetida a etapa de analise. A aplicagdo de uma
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etapa de clean-up permite a redugcdo de ou eliminagdo de etapas complementares de
centrifugacao, filtracdo ou precipitagdo. (PERESTRELO et al., 2019)

No método QUEChERS, o método de clean-up utilizado ¢ a extracdo em fase
solida dispersiva (D-SPE) que atua tanto como uma limpeza da amostra quanto uma secagem
da mesma (GONZALEZ-CURBELO et al., 2015) , removendo residuos de 4gua. Esse método
vem em substituicdo a classica extragdo em fase solida (SPE) e consiste na adicdo de uma
pequena quantidade de adsorvente diretamente em uma fracdo do extrato, juntamente ao
sulfato de magnésio, seguido de agitacdo. Os interferentes ficam retidos na fase solida,
separados da amostra. Em seguida, para a remocdo do adsorvente, ¢ realizada uma
centrifugacdo. (MOLINA-RUIZ et al., 2015) Em oposi¢do a classica SPE que utiliza
dispendiosas colunas de material adsorvente. Porém, deve-se ter em mente que o D-SPE
envolve o descarte da fase dispersiva, na qual alguns dos analitos de interesse podem estar
retidos, o que pode acarretar perdas (BRUZZONITI et al., 2014).

Sendo uma das fases chaves do método QUEChERS, essa etapa também possui
uma grande versatilidade, o que permite que seja possivel alterar o adsorvente utilizado em
funcdo da natureza da matriz analisada das técnicas analiticas disponiveis, no laboratério e da
performance analitica desejada. Alguns dos materiais mais comuns sao Aminas Primarias
Secundérias (PSA), Carbono Preto Grafitizado (GCB), Octadecilsilica (C18). O uso de
adsorventes como alumina, quitina, quitosana, Florisil, grafeno, ChloroFiltr, adsorventes a
base de didxido de zirconio (Z-sep e Z-sep+), também vem sendo considerado e analisado por
pesquisadores. Em matrizes de alta complexidade podem ser utilizadas combinacdes de dois
ou trés desses materiais sem afetar significativamente a recuperacdo dos analitos
(WALORCZYK, DROZDZYNSKI, KIERZEK, 2015; KACZYNSKI, LEOZOWICKA, 2017)
sendo a natureza dos pesticidas analisados um ponto chave na escolha do adsorvente utilizado
(KACZYNSKI, LOZOWICKA, 2017). Os dois adsorventes mais comumente usados na etapa
de limpeza do extrato sdo a PSA e o C18 (HOU et al., 2013).

2.2.1 PSA
PSA ¢ o adsorvente utilizado na primeira versdo do método QuEChERS, sendo

ele um trocador i6nico fraco (HOU et al., 2013) capaz de reter muitas substancias polares,

como agucares, acidos organicos e acidos graxos de matrizes organicas (TOMASINI et al.,
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2012; WALORCZYK, DROZDZYNSKI, KIERZEK, 2015; RIZZETTI et al., 2016). A PSA
também pode ser utilizado na remocdo de pigmentos de antocianina (FERREIRA et al.,
2016).

A quantidade de PSA utilizada na etapa de clean-up deve ser cuidadosamente
definida, tendo em vista que ele possui certa afinidade com alguns pesticidas acidos, como o

acido diclorofenoxiacético (BRUZZONITI et al., 2014).

2.2.2GCB

Ja o GCB atua removendo pigmento (RIZZETTI et al., 2016), mas adsorve
compostos com funcionalidade planar. Essa tltima caracteristica pode interferir na andlise
caso um dos analitos pois ha sempre o risco de que o0 GCB possa adsorver pesticidas planares
como ¢ o caso do clorotalonil, ciprodinil, fenazaquin, hexaclorobenzeno e entre outros
(PERESTRELO et al., 2019; SONG et al., 2020), portanto a utilizacdo de grandes
quantidades de GCB ndo ¢ recomendada, por causar perdas inaceitaveis de analitos
(WALORCZYK, DROZDZYNSKI, KIERZEK, 2015).

Uma das possibilidades ¢ dessorver o composto da superficie do GCB. Um dos
métodos é fazer uma solu¢ao 25% de MeCN em tolueno, com a amostra. (WALORCZYK,
DROZDZYNSKI, KIERZEK, 2015)

2.2.3 Octadecilsilica (C18)

O C18 e C8 sao adsorventes apolares que atuam removendo co-extrativos dessa
mesma natureza. Atuam, por exemplo, na remocdo de lipideos em amostras gordurosas
(WALORCZYK, DROZDZYNSKI, KIERZEK, 2015). O uso de grandes quantidades desses
adsorventes também pode acarretar a perda de alguns analitos de interesse, devido a

caracteristica muito apolar (RIZZETTI et al., 2016)

2.2.4 Adsorventes a base de Zirconio

Os adsorventes Z-sep e Z-sep+ sdo solidos a base de zirconio ligados a silica

(SONG et al., 2020) e o seu mecanismo de retengdo envolve interagdes acido/base de lewis
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sendo capazer de reter lipideos de extratos de tecidos animais e vegetais, semelhante ao que
ocorro com os adsorventes C18 e C8. Um amplo espectro de fosfolipideos, &cidos
carboxilicos e proteinas podem ser retidos por esses adsorventes (KACZYNSKI,
EOZOWICKA, 2017). A depender das especificacdes do fabricante. E possivel utiliza-los
para remover a interferéncia de alguns pigmentos (WALORCZYK, DROZDZYNSKI,
KIERZEK, 2015).

Entretanto, o uso dos adsorventes a base de zirconio deve ser avaliado em fungao
dos analitos em questdo, visto que ele pode reter uma grande quantidade de pesticidas
importantes, levando a uma recuperacdo inaceitavelmente baixa (WALORCZYK,

DROZDZYNSKI, KIERZEK, 2015).

2.3 QuUEChERS aplicado a amostras de agua

Como citado, o método foi desenvolvido inicialmente para determinacdo de
agrotdxicos em alimentos, mas sofreu adaptacdes para que pudesse vir a ser aplicado em
diversos outros tipos de matrizes. Uma dessas adaptacdes ¢ a aplicagdo do método
QuEChERS em amostras de agua, para analise e quantificacdo de pesticidas em corpos
hidricos ou em 4gua de consumo humano.

A principal modificagdo no processo para que o método seja aplicado a amostras
de 4gua ¢ o resfriamento da amostra antes da adi¢ao dos sais, para que seja evitada a perda de
uma quantidade significativa de acetonitrila por evaporacio (ABDEL GHANI, HANAFI,
2016). O tempo de resfriamento pode variar de caso a caso, sendo geralmente utilizado um
tempo de 15 a 20 minutos.

A segunda principal diferenca operacional na aplicacdo do método em amostras
de agua ¢ a auséncia da necessidade de uma etapa de clean-up, tendo em visto que, em geral,
amostras de dgua ndo apresentam possiveis co-extrativos que possam interferir na deteccao

dos pesticidas, como pigmentos ou acidos graxos (BRUZZONITI et al., 2014).
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3 MEFS

Por mais de trés décadas, a técnica de microextragdo em fase sélida (MEFS) tem
sua aceitacdo difundida em diversas areas (GIONFRIDDO et al., 2020), gragas a ser uma
técnica de extracdo flexivel. Durante todo esse tempo a instrumentacdo do método
permaneceu praticamente inalterada (KREMSER, JOCHMANN, SCHMIDT, 2016).

O método SPME combina extragdo, préconcentragdo e clean-up em uma unica
etapa, sem a utilizagdo de solventes toxicos, sendo uma técnica altamente sensivel e seletiva
(MARTINEZ-DOMINGUEZ et al., 2014; JABALI, MILLET, EL-HOZ, 2019). A utilizago
do método MEFS passa por duas etapas distintas. A extragdo, que consiste na adsor¢do na
fibra dos compostos de interesse, € a dessor¢ao, que ¢ realizada na etapa de analise.

Os dois principais problemas envolvidos na aplicagdo da técnica MEFS ¢ o
pequeno volume que fase adsorvente solida possui e a fragilidade da fibra de extracao
(MARTINEZ-DOMINGUEZ et al., 2014). Uma das tentativas de contornar essas questdes
estd no desenvolvimento do SPME Arrow, o que apresenta uma fibra mais robusta, com um
maior volume e maior resisténcia mecanica (KREMSER, JOCHMANN, SCHMIDT, 2016).

O MEFS ¢ um processo de particdo, o qual acontece a partir de um equilibrio. A
determina¢do do tempo de extracdo ¢ a determinacdo do tempo de equilibrio necessario para
que a maior quantidade possivel de analitos seja adsorvida na fibra. Alguns fatores afetam
favoravelmente ou negativamente esse tempo de equilibrio, como a temperatura na qual a
extragdo ¢ realizada e a velocidade de agitagdo aplicada. A temperatura afeta a extracao
cinética e termodinamicamente, de modo que uma maior temperatura reduz o tempo
necessario para a extra¢do, porém também diminui a quantidade total de analitos adsorvidos
na fibra; a temperatura ideal dependera tanto das espécies que se deseja analisar quanto da
fibra utilizada. A agitagdo aumenta a eficiéncia da extragdo, no entanto, uma agitagdo muito
rapida pode afetar negativamente (JABALI, MILLET, EL-HOZ, 2019).

Na escolha das fibras utilizadas, os fatores a serem considerados sdo a natureza da
fibra utilizada, se ela apresenta a seletividade adequada a aqueles analitos de interesse, bem
como a espessura da fibra.

O valor das fibras utilizadas no método pode, em certas circunstancias ser
considerado uma das desvantagens do método. No entanto, uma Unica fibra pode ser utilizada

por cerca de 50 analises.
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A extragdo no MEFS pode ser realizada de duas maneiras. Por imersao direta, na
qual a fibra entra em contato direto com a amostra, ou por headspace, na qual a fibra se
posiciona no headspace acima da amostra. A diferenca entre os dois métodos ¢ ilustrada na
Figura 2.

A segunda etapa do processo envolve a dessor¢dao dos analitos. Um ponto chave
em processos, tanto de adsorcdo quanto de dessor¢do ¢ a temperatura. O aumento na
temperatura durante o processo de dessor¢do aumenta a eficiéncia do processo, mas

temperaturas acima de 70° podem causar danos as fibras (Song et al., 2019).

Figura 2: [Ilustragdo da diferenga
operacional entre o método HS-MEFS

(A) e DI-MEFS (B)

7 T~

A

Fonte: elaborado pelo autor.

3.2 Extracio por imersao direta (DI-SPME)

A extragdo por imersdo direta, no geral, apresenta uma melhor sensibilidade que a
realizada por headspace (JABALI, MILLET, EL-HOZ, 2019). No entanto, esse método
apresenta algumas ressalvas, visto que a imersdo da fibra em alguns tipos de matrizes pode
ocasionar incrustacao e reduzir a quantidade de usos por fibra, o que reduz a viabilidade do
método, tendo em vista o valor das fibras. Algumas composi¢des de fibras podem ser

utilizadas para evitar esse problema, como ¢ o caso da fibra PDMS/DVB/PDMS que permite
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a imersdao direta em diversos tipos de matrizes sem comprometer a vida util da fibra

(GIONFRIDDO et al., 2020).

3.3 Extracio por Headspace (HS-MEFS)

Na extra¢do por headspace, a fibra ndo entra em contato direto com a matriz, mas
sim com os componentes que se volatilizam acima da fase liquida, sendo portanto limitada a
analise de compostos volateis (CHEN et al., 2018).

Em alguns casos, a adicdo de sal em amostras aquosas se faz necessario em
funcdo de diminuir a solubilidade de compostos hidrofébicos, através do efeito salting-out, e
reter a forca i6nica, aumentando a eficiéncia da extra¢do. Esse aumento da extragdo para
alcoois e acidos cresce com a concentragao de sal no meio. Para outros compostos volateis, no
entanto, concentracdes muito elevadas de sal podem acabar por reduzir a eficiéncia da
extracdo (SONG et al., 2019). Essa utilizagdo de sal também pode ser aplicada na imersao
direta, porém estudos indicam que os efeitos da forga idnica sdo menos sensiveis, ou até

mesmo insignificantes, para o DI-MEFS (SALQUEBRE et al., 2012).
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4 OBJETIVOS

Apresentando abaixo os objetivos gerais e especificos do presente trabalho.

4.1 Geral

Realizar as técnicas de preparo de amostras Quechers e MEFS em amostras

amostras de agua e alimentos

4.2 Especificos

Preparar amostra de tomate pela técnica de QUEChERS para posterior andlise
utilizando a técnica de cromatografia gasosa.

Preparar amostra de Pitaya pela técnica de QUEChERS para posterior analise
utilizando a técnica de cromatografia gasosa.

Preparar amostra de agua potavel pela técnica de MEFS para posterior analise

utilizando a técnica de cromatografia gasosa.
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S METODOLOGIA

Foram analisadas duas amostras de alimentos (tomate e pitaya) utilizando a
técnica de QUEChERS e uma amostra de dgua para consumo humano utilizando a técnica de

MEFS. O procedimento realizado esta descrito abaixo:

5.1 Preparo de tomate e Pitaya por Quechers para analise por CG-MS.

Nessa secdo serao descritos os equipamentos, materiais e reagentes utilizados para

a realizacdo do preparo de amostras de alimentos, no caso abordado tomate e pitaya, através

do método QUEChERS.

5.1.1 Equipamentos

e Agitador de tubos (vortex)

e Balanca analitica;

e C(Centrifuga para tubos de Teflon® com tampa rosqueada, de 50 mL (tipo
falcon);

o Processador de alimentos;

5.1.2 Material e Vidraria

e Espatulas;

e Faca de cozinha (15 a 30 cm);

e Pipeta volumétrica 10 mL;

e Pipetas automaticas (2-20 pL, 20-200 pL, 100-1000 pL);

e Tébua de plastico para cortar alimento;

e Tubos para centrifuga de Teflon® com tampa rosqueada, 50 mL (tipo falcon);

e Vials de 2,0 mL para autoinjetor AS 3000 Thermo;

5.1.3 Reagentes
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e Acetona (PA ou grau HPLC/UV-vis);

e Acetonitrila (grau HPLC/UV-vis);

e Bondesil-PSA 40 pm;

o C-18;

e C(itrato trissodico dihidratado;

e C(loreto de sodio;

e Hidrogenocitrato dissddico sesquihidratado;
e Hidroxido de sédio (5 M);

e Solucao de acido férmico 5%;

e Sorvente GCB (ENVI-Carb);

e Sulfato de magnésio anidro (pd fino)

5.1.4 Procedimento realizado

Abaixo serd descrito o procedimento pratico utilizado para o preparo de uma

amostra de pitaya e de tomate separadamente através do método QUEChERS.

5.1.4.1 Processamento da amostra

Inicialmente a amostra de alimento foi resfriada e devidamente identificada. Para
a utilizacdo da amostra para analise, utilizou-se uma tdbua de plastico e uma faca para cortar
as amostras em pedacos pequenos. O pedacos recém-cortados foram transferidos para um

processador onde foi triturada até a formacao de uma massa homogénea.

5.1.4.2 Extracdo/Particionamento

Foram pesados 10,00 g da amostra de tomate e de pitaya e transferidos para tubos
de centrifuga de 50 mL (tipo falcon) distintos. Em seguida, em cada tubo, foi adicionado 10
mL de acetonitrila. O sistema formado foi posto em agitagdo em vortex por 1 minuto. Em
seguida foram adicionados os sais de particionamento, previamente pesados 4g + 0,2g de
sulfato de magnésio anidro; 1g + 0,05g de cloreto de sodio; 1g + 0,05¢g de citrato trissédico
dihidratado; e 0,5g = 0,03g de hidrogenocitrato dissodico sesqui hidratado. O tubo foi entao

fechado e agitado usando o agitador de tubos por 1 minuto. O
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A mistura foi centrifugada por 5 minutos a 3000 g. Sera observado apos a

centrifugacdo a formagdo de uma fase orgéanica, o extrato, e uma fase aquosa.

5.1.4.3 Clean-up

Com o auxilio de uma micropipeta, foi transferido 4,0 mL do extrato para um tubo
de centrifuga. Ao extrato foi adicionado 0,05 g de GCB e uma mistura de 1 g de sulfato de
sodio anidro e 0,5 g de PSA.

O tubo foi levado para agitagdo em um agitador de tubos vortex por 30 segundos.

Apos a agitacdo, foi realizada uma centrifugacao por 5 minutos a 3000 g. Apds a
centrifugacdo, 1,500 uL do sobrenadante foram transferidos a um vial de 2 mL, o qual foi

identificado com o nimero da amostra e enviado para a analise cromatografica

Figura 3: Sistema de Quechers utilizado para extracdo de residuos de

agrotoxicos em amostra de alimento.

Fonte: NUTEC

5.2 Preparo de agua para consumo humano por MEFS para analise por CG-MS.
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A seguir serdo descritos os equipamentos € os procedimentos utilizados para

realizar a extracdo e analise em uma amostra de dgua através do método MEFS.

5.2.1 Equipamentos

* Agitador Magnético com aquecimento;

« Aparelho de Purificacio de Agua Milli—Q;

* Capela de exaustao;

* EPI’s (Méscara com filtro duplo, Luvas e 6culos de protecao);

e TermoOmetro.

5.2.2 Materiais e Vidrarias

* Barra magnética;

* Béquer de 25 mL;

* Espatula;

* Holder manual para SPME e fibra com fase poliacrilato (PA) (85 um);

* Pipeta volumétrica de 20 mL;

* Vials de vidro de 40 mL com tampa rosqueada furada e septo de silicone (para

SPME);

5.2.3 Procedimento realizado:

O procedimento de extragdo utilizando o método MEFS possui uma tnica etapa,
sendo utilizado o método por imersao direta.

30,00 mL da amostra de 4gua foram transferidos para um vial de 40 mL, em
seguida foi inserida uma barra magnética ao vial.

O vial foi inserido em um bloco metilico com um encaixe e o sistema foi
colocado sob agitacdo média (~900 rpm) e aquecimento a 60 °C em um agitador magnético
com aquecimento. O bloco metalico visa auxiliar no aquecimento uniforme das paredes
laterais do vial.

Em seguida, a agulha do holder foi inserida cuidadosamente no via/ em uma



30

profundidade de 3 cm. O sistema montado pode ser observado na Figura 4. A fibra ficard
exposta ao sistema por 20 minutos.

Apbs o tempo de exposicdo, a fibra foi recolhida e injetada diretamente no
cromatografo gasoso. A fibra ficou exposta no injetor por 8 minutos, o qual é o tempo de

dessorc¢ao.

Figura 4: Sistema de
Microextragdo em fase soélida
utilizado para extracdo de residuos
de agrotoxicos em amostra de agua

para consumo humano.

Fonte: NUTEC
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Visto que tanto amostras de 4gua quanto amostras de alimento sdo consideradas
matrizes complexas, em funcdo da grande variedade de substincias que se pode encontrar
nelas, se faz de suma importancia a utilizagdo de técnicas de extragdo que preparem a amostra

para a analise pelas técnicas selecionadas, no caso apresentado CG e CL

6.1 QUEChERS

Na extracdo das amostras de tomate e Pitaya foram investigaoos os seguintes
agrotoxicos: DDD, 4,4-DDE, 4,4'-DDT, Alacloro, Ametrina, Atrazina, Azoxistrombina,
Bifentrina, Buprofenzina, Cialotrina, Cipermetrina, Clordano, Clorotalonil, Clorpirifos,
Crezoxim-metil, Deltametrina, Dieldrin, Difenoconazol, Endossulfan, Endrin, Heptacloro,
Malation, Metalaxil-M, Metolacloro, Mirex, Molinato, Paration-metil, Pendimentalina,
Permetrina, Piriproxifen, Propiconazol, Simazina, Tebuconazol, Triazof6s, Trifluralina, o-
BHC (lindano) e B-Ciflutrina

Os limites para cada agrotoxico sao baseados nas legislagdes vigentes e
monografias da Anvisa para alimentos .

Ambos os métodos aqui vistos se baseiam em métodos que sdo anteriores a eles e,
mais do que isso, 0s miniaturizam, o que aproxima esses dois métodos da Quimica Verde. No
caso do QUEChERS o método em questdo ¢ a extracdo liquido-liquido (LLE), que utilizava
grandes volumes de solventes organicos. Agora, no QUEChERS, somos apresentados a
possibilidade da utilizacdo de uma quantidade reduzida de solventes e selecdo daqueles que
apresentam menor toxicidade quando expostos ao ambiente.

Apesar de ser uma técnica muito mais recente, datando do inicio dos anos 2000, o
método QUEChERS ja apresenta uma ampla gama de trabalhos que abordam sua utilizagdo e
sua adaptagdo para diversas areas e matrizes. Essa versatilidade do método ¢ um dos fatores
que mais o tornam atrativo. Para além disso, temos as caracteristicas que o relacionam com a
Quimica Verde, como a miniaturizacdo das analises ¢ o uso de um solvente de baixa
toxicidade, e, mesmo quando usado um solvente mais toxico em prol da efetividade do
método quando aplicado a uma matriz especifica, esse uso se dd em uma quantidade bastante

reduzida quando comparado a outras técnicas de preparo de amostra que envolvam extracao
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liquida.

O método QUEChERS em sua versatilidade pode ser combinado com qualquer
uma das técnicas cromatograficas. No entanto, a propria natureza do método pode nos levar a
problemas. Ele se propde a ser um método de extragdo voltado para multi-residuos, e ¢ um
dos métodos mais efetivos nesse feito, porém as modificacoes realizadas nele, para a melhor
aplicabilidade do método em substancias alvo diferente daquelas para as quais ele foi
desenvolvido inicialmente, podem ndo abranger todas as substancias de interesse. Como por
exemplo a aplicagdo de tampdes acidos que favorecem a recupera¢do de pesticidas acidos,

mas o baixo pH pode levar a degradagdo de pesticidas sensiveis a acidez do meio

6.1 MEFS

Na extracao da amostra de dgua para consumo humano por MEFS, apo6s inje¢ao
no CG-MS, os seguintes agrotoxicos foram investigados: 4,4’-DDD, 4,4’-DDE, 4,4’-DDT,
Alacloro, Aldrin, Atrazina, Azoxistrombina, Bifentrina Cipermetrina, Clordano, Clorpirifos,
Deltametrina, Dieldrin, Difenoconazol, Endossulfan Sais Endossulfan,Endrin,Heptacloro,
Lindano (a-BHC) ,Metolacloro, Molinato Parationa Metilica, Pendimentalina, Permetrina,
Propiconazol, Simazina e Trifluralina. Os compostos sdo investigados conforme legislagdes
vigentes.

No Brasil, os limites de concentracdo de agrotoxicos em agua para consumo
humano sdo estabelecidos pela Portaria n® 888 de 4 de maio de 2021 do Ministério da Saude.
A classificacdo dos corpos hidricos e padroes de qualidade de agua bruta ¢ estabelecida pela
Resolucdo n° 357/2005 do CONAMA. O enquadramento das 4guas subterraneas ¢
estabelecido pela Resolucao n° 396/2008 do CONAMA.

A técnica de andlise utilizada para a identificagdo dessas substincias foi a
cromatografia gasosa. Os equipamentos utilizados podem ser observados na Figura 5.

O método QUECHERS tem como um dos seus principais atrativos a utilizagdo de
pequenos volumes de solventes organicos. Essa caracteristica ¢ ainda mais explorada e
expandida quando pensamos no método MEFS, o qual ndo necessita, para a extracao,
nenhuma quantidade de solventes organicos. Os poucos solventes necessarios podem ser

utilizados para limpeza da fibra e remog¢ao de possiveis residuos.
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Figura 5: Cromatografos Gasosos acoplados a espectrometria de massas utilizados para determinagao

de agrotoxicos em agua e alimentos apos aplicag@o das técnicas de extracdes.
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Fonte: NUTEC

Podemos considerar que o SPE ¢ a técnica mae do MEFS. Nela se utilizavam
colunas de material adsorvente, enquanto no MEFS ainda temos o principio da adsor¢do como
sendo o conceito chave da técnica, mas agora o material adsorvente ¢ miniaturizado em uma

pequena fibra.

7 CONCLUSAO

Ambas as técnicas abordadas neste trabalho sdo amplamente utilizadas em
analises de pesticidas em matrizes alimentares e aquosas, o que ¢ resultado da comprovada
eficiéncia que apresentaram. Para além da eficécia, as duas apresentam vantagens ambientais
e financeiras quando comparadas as técnicas anteriores, de forma que podemos afirmar que
sdo formas refinadas de tais técnicas.

QuEChERS se apresentou uma importante técnica na andlise de alimentos,
podendo lidar com uma enorme variedade de substincias, incluindo agrotéxicos. Essa sua
ampla gama de componentes alvos pode ser associada principalmente a grande versatilidade
da técnica que pode ser adaptada para ser aplicada a qualquer tipo de substancia. Se mostra
uma técnica que pode ser aplicada tanto em CG quanto CL.

MEFS também pode ser aplicada a diversos tipos de amostras, alimentos ou agua,
mas em amostras solidas a extragdo sé ocorre por headspace, que ¢ menos sensivel que

extragdo por imersdo direta e que, obrigatoriamente, restringe a extragdo aos compostos
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volateis. Tem a principal vantagem de, em uma uUnica etapa, condensar tudo o que ¢

Qo

necessario para que seja realizada a andlise. Sua aplicagdo, no entanto, se vé limitada
analises em CG.

Dessa forma, as duas técnicas podem ser usadas para complementar uma a outra,
pois cada método apresenta caracteristicas diferentes para serem combinados com as técnicas
cromatograficas. O MEFS se beneficia do controle de temperatura do injetor existente no
cromatdgrafo gasoso para a dessorcao dos analitos presentes na fibra, sendo uma técnica ideal
para lidar com pesticidas volateis, o que também favorece o uso dessa técnica da CG. Ja a
versatilidade do método QuEChERS torna a escolha entre a cromatografia gasosa ou liquida
uma questdo que vai ser decidida exclusivamente pela natureza dos compostos de interesse.
Como ja dito, compostos ndo volateis ou que sofrem degradacdo térmica as temperaturas do
cromatdgrafo gasoso devem ser analisadas em cromatografia liquida, sendo o QUEChERS o

método ideal para sua extracao.
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