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RESUMO

Neste trabalho foi proposto, pela primeira vez, a combinacéo simultanea
das técnicas de microextragcdo em fase liquida suportada em fibra oca
(HF-LPME) e microextracdo liquido-liquido dispersiva (DLLME) para
aplicacdo em amostras liquidas. Dois estudos foram desenvolvidos
utilizando a metodologia proposta, a qual foi denominada de DLLME
suportada com membrana oca (HF-DLLME). O primeiro estudo foi a
determinacédo de aflatoxinas (AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2) em suco de
soja por HPLC-FLD. A principal vantagem desta abordagem foi 0 uso
de pequenas quantidades de solventes orgénicos e a ndo utilizacdo de
solventes clorados. As condi¢es Otimas de extracdo foram: 1-octanol
imobilizado nos poros da fibra oca de polipropileno; tolueno e acetona
na propor¢do 1:5 como solventes extrator e dispersor, respectivamente,
volume total da mistura de solventes extrator:dispersor igual a 100 pL,
adicdo de NaCl a 2% do volume da amostra e tempo de extra¢do 60 min.
As condicOes ideais para a dessorcdo liquida foram de 150 pL de
acetonitrila:dgua (50:50 v/v) e tempo de dessorcdo de 20 min em banho
de ultrassom. A faixa linear variou entre 0,03-21 pg L™, com
coeficientes de correlagdo R? variando 0,9940-0,9995. . Os limites de
deteccdo e quantificagdo variaram entre 0,03-0,27 ug L™ e 0,1-0,9 ug L’
' respectivamente. As recuperacdes dos analitos variaram entre 72-
117% e precisdo entre 12 e 18%. O segundo estudo foi a determinagéo
direta de 3 agrotdxicos (parationa metilica, difenoconazol e clorpirifds)
em suco de uva e detecgdo e quantificagdo por cromatografia liquida
acoplada com detector por arranjo de diodos. A condicdo ideal de
extracdo foi alcangada através do preenchimento dos poros da parede da
membrana com dodecanol e usando hexano/acetona como solventes de
extracdo/dispersdo. A adicdo de sal na amostra teve um efeito negativo
sobre a eficiéncia da extracdo dos analitos e o tempo de extracdo 6timo
foi de 60 min. O volume de hexano/acetona e o pH da amostra foram
fatores estudados que ndo afetaram significativamente o sinal analitico
dos compostos nos niveis estudados. Por conseguinte, uma quantidade
intermediaria destes solventes (250 pL; 1:7,5 v/iv) e pH 6 foram
selecionados como condigdes 6timas de extracdo. A condi¢do ideal de
dessorcdo foi obtida com acetonitrila como solvente e 10 minutos de
tempo de dessor¢do em banho de ultrassom. A faixa linear de trabalho
variou entre 58 a 500 pg L’ (parationa metilica), 62-500 ug Lt
(difenoconazol) e 107-500 pg L™ (clorpirifds), com coeficientes de
correlacdo que variam 0,9980-0,9942. Os limites de deteccdo e de
quantificacdo encontrados foram, respectivamente, 17 e 58 ug L™ para



parationa metilica, 19 e 62 ug L™ para difenoconazol e 32 e 107 pg L™
para o clorpirifés. A precisdo inter ensaios apresentou valores de desvio
padrdo relativo entre 3,5 e 11,2%. De acordo com os resultados, a nova
combinagdo das técnicas de HF e DLLME mostrou-se como um
procedimento eficiente para a extracdo de micotoxinas e agrotoxicos em
sucos de soja e de uva, respectivamente. A HF-DLLME, comparada
com as técnicas tradicionais de preparo de amostra, apresenta-se como
uma excelente alternativa para determinacdo de micotoxinas e
agrotoxicos devido a algumas caracteristicas, tais como: baixo consumo
de solvente orgéanico, ndo uso de solventes clorados, ndo necessidade de
centrifugacdo, baixo custo e facil aplicagdo. Apesar de a HF-DLLME
apresentar tempo de andlise longo (70-90 min.) ela permite a extracdo
simultanea de amostras, aumentando a frequéncia analitica da técnica.
Além disso, esta nova técnica tem um grande potencial para uso em
sistemas automatizados como Well Blade 96 o que acarretaria menor
tempo de analise para uma amostra (1-2 min.).

Palavras-chave: Microextracdo liquida suportada em fibra oca.
Microextragdo liquido-liquido dispersiva. Suco de soja. Suco de uva.
Aflatoxinas. Agrotoxicos. Preparo de amostra.



ABSTRACT

This work was proposed for the first time, developing a sample
preparation method based on simultaneous combination of techniques
between hollow-fiber-supported liquid membrane (HF-LPME) and
dispersive liquid-liquid microextraction (DLLME) for direct application
in liquid matrices. Two studies were developed, first to determination of
aflatoxins (AFB1, AFB2, AFG1 and AFG2) in soybean juice by HPLC-
FLD. The main advantage of this approach is the use of non-chlorinated
solvent and small amounts of organic solvents. The optimum extraction
conditions were 1-octanol as immobilized solvent; toluene and acetone
at 1:5 ratio as extraction and disperser solvents (100 pL), NaCl at 2% of
the sample volume and extraction time of 60 min. The optimal condition
for the liquid desorption was 150 pL acetonitrile:water (50:50 v/v) and
desorption time of 20 min. The linear range varied from 0.03 to 21 pg L-
1, with R2 coefficients ranging from 0.9940 to 0.9995. The limits of
detection and quantification ranged from 0.01 ug L-1 to 0.03 ug L-1 and
from 0.03 pg L-1 to 0.1 ug L-1, respectively. Recovery tests ranged
from 72 to 117% and accuracy between 12 and 18%. The second study
was determination of 3 pesticides directly in grape juice, using HF-
DLLME method and detection and quantification were performed by
liqguid chromatography with diode array detection. The optimum
extraction condition was reached by filling the pores of the membrane
wall with dodecanol and using hexane/acetone as extraction/dispersion
solvents. Salt addition had a highly negative effect on the extraction
efficiency and the optimum extraction time was 60 min. The volume of
hexane/acetone mixture and the sample pH did not affect the signal at
the levels studied. Therefore, an intermediate amount of these solvents
(250 pL; 1:7.5 v/v) and pH 6 were selected. The optimum desorption
condition was obtained with acetonitrile and 10 min of desorption time.
The linear working range varied from 58 to 500 ug L-1 (parathion-
methyl), 62-500 pg L-1 (difenoconazole) and 107-500 pg L-1
(chlorpyrifos), with correlation coefficients ranging from 0.9980—
0.9942. The limits of detection and quantification found were,
respectively, 17 and 58 ug L-1for parathion-methyl, 19 and 62 pg L-1for
difenoconazole and 32 and 107 pg L-1for chlorpyrifos. The relative
standard deviation ranged between 3.5 and 11.2%. According to results,
the new combination of HF and DLLME procedure presented efficient
data for extraction of mycotoxins and pesticides in soybean and fruit
juices, respectively. The HF-DLLME is an excellent alternative due to
some characteristics such as low organic solvent consumption, no use of



chlorinate solvents, centrifugation is not required, low cost and easy
application. Furthermore, this new technique has great potential for use
in automated systems.

Keywords: hollow fiber supported liquid membrane, dispersive liquid-
liquid microextraction, soybean juice, grape juice, aflatoxins, pesticides,
sample preparation.
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MS — Espectrometro de Massas, do inglés Mass Spectrometer;



MSPD - Dispersdo da Matriz em Fase Sélida, do inglés Matrix Solid-
Phase Dispersion;

NPD - Detector de Nitrogéncio e Fo6foro, do inglés Nitrogen-
Phosphorus Detector;

PP — Polipropileno;

PSA — Amina primaria/secundaria, do inglés Primary/Secondary Amine;
QUEChERS - Extracdo Raépida, Facil, Barata, Efetiva, Robusta e
Segura, do inglés Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe;

R(%) - Recuperacéo;

RSD(%) — Desvio Padrdo Relativo, do inglés Relative Standard
Deviation;

SDME — Microextracio em Gota Unica, do inglés Single-Drop
Microextraction;

SDS - Dodecil Sulfato de Sadio, do inglés Sodium Dodecyl Sulfate;

SFE — Extragdo com Fluido Supercritico, do inglés Supercritical Fluid
Extraction;

SFO — Gota Organica Flutuante Solidificada, do inglés Solidification Of
The Floating Organic Drop;

Sl — Injecdo lenta, do inglés Slow Injection;

SIM — Monitoramento por Selecdo de fon, do inglés Selected lon
Monitoring;

SLM - Membrana Liquida Suportada, do inglés Supported Liquid
Membrane;

SPE — Extracdo em Fase Sélida, do inglés Solid Phase Extraction;
SPME - Microextragdo em Fase Sdélida, do inglés Solid-Phase
Microextraction;

TC — Temperatura Controlada, do inglés Temperature Controlled;

TFA — Acido trifluoracético

TFAA — Anidrido trifluoracético;

TLC — Cromatografia em Camada Delgada, do inglés Thin-Layer
Chromatography;

TOF — Tempo de Voo, do inglés Time Of Flight;

UA-DLLME - Microextracdo Liquid-Liquido Dispersiva Assistida por
Ultrassom, do inglés Ultrasound-Assisted Dispersive Liquid—Liquid
Microextraction;

UHPLC - Cromatografia Liquida de Ultra Alta Eficiéncia, do inglés
Ultra-High-Performance Liquid Chromatography;

USAEME — Microextracdo por Emulsificacdo Assistida por Ultrassom,
do inglés Ultrasound-Assisted Emulsification Microextraction;

UV — Ultravioleta, do inglés Ultraviolet;

VA — Extracdo Assitida por VVortex, do inglés Vortex Assisted.
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1 INTRODUCAO

A quimica de alimentos, atualmente, & um dos campos mais
importante da ciéncia, isso se deve ao aumento da demanda por
alimentos, decorrente do crescimento da populacdo mundial. Neste
contexto, a produgdo de alimentos em grandes quantidades, com
variedade e qualidade sdo requisitos exigidos pelo mercado consumidor.
Desta forma, a seguranca alimentar tem propiciado a expansdo de
estudos referentes a analise de contaminantes em matrizes alimentares.

O uso indiscriminado de agrotdxicos no Brasil, decorrente da ndo
utilizacdo racional desses produtos e também devido a uma legislacéo
permissiva, tem colocado a salde dos brasileiros e povos de outras
nacionalidades em risco, uma vez que o Brasil € o maior consumidor
mundial desses produtos e também um grande exportador de grdos e
alimentos. Além disso, a ndo utilizacdo de boas préaticas de producdo e
armazenamentos dos alimentos, pode prejudicar a qualidade dos
produtos, e gerar contaminagcdes por agentes quimicos (residuos de
agrotéxicos, metais pesados); toxinas (produzidas por bactérias -
enterotoxinas e fungos - micotoxinas), além de microrganismos
(bactérias e fungos - patogénicos e/ou toxigénicos). Desta forma, a
analise de alimentos tem papel fundamental para seguranca alimentar e
promogdo da salde coletiva.

O desenvolvimento de metodologias analiticas que avaliem a
qualidade e a seguranca dos alimentos é um importante campo de
pesquisa. Cabe ressaltar que umas das etapas mais importantes para
analise de contaminantes alimentares em matrizes complexas é o
preparo da amostra.

O preparo de amostras consiste em um procedimento utilizado
por laboratoristas com o objetivo de permitir que amostras complexas
sejam analisadas para contaminantes em niveis traco, sem que haja
prejuizo analitico por interferéncias de compostos presentes na matriz
ou ainda alguma incompatibilidade instrumental. E importante ressaltar
gue mesmo com 0s grandes avangos na instrumentacdo analitica, existe
uma grande preocupacdo no desenvolvimento e melhoria dos métodos
de preparo de amostra, de forma que se preconiza a utilizagcdo de
métodos que obedegam aos preceitos da quimica verde. Nesse sentido, a
tendéncia para as técnicas de extracdo e limpeza de amostras é a
simplificacdo, miniaturizacdo e automatizacdo, uma vez que esses
procedimentos permitiriam a reducdo do uso de solventes organicos
toxicos e o desenvolvimento de processos menos agressivos ao meio
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ambiente, porém, mantendo-se a eficiéncia de extragéo.

Cabe ressaltar que o procedimento para o preparo da amostra
deve sempre procurar reduzir o nimero de etapas analiticas, diminuindo
0 tempo de andlise, as quantidades de solventes e de substancias
interferentes, sem acarretar em elevacdo do custo da andlise. Portanto, é
verdadeiro afirmar que a etapa de preparo de amostras é essencial para o
sucesso de qualquer método analitico, sendo que esse procedimento €
dependente das caracteristicas do analito e da matriz, exigindo assim
uma otimizacdo adequada das variaveis que influenciam
significativamente esse processo.

A busca pelo aprimoramento das técnicas tradicionais de preparo
de amostra deveu-se, principalmente, as desvantagens que essas
apresentam como: muitas etapas de trabalho manual, o que despende de
muito tempo e atencdo dos laboratoristas, a utilizagdo de grandes
guantidades de solventes organicos e limitagdo nos fatores de pré-
concentracdo. Desta forma, as técnicas modernas de preparo de amostra
tém por objetivo a simplificacdo das etapas analiticas, miniaturizagéo e
automacdo dos sistemas e aumento da seletividade das técnicas, com
intuito de praticar alguns dos principios da quimica verde.

Neste contexto, a modernizacdo das técnicas de preparo de
amostra tornou-se imprescindivel e, desta forma, nos ultimos 25 anos
muitos métodos de preparo de amostra miniaturizados tém sido
desenvolvidos. Neste trabalho, foi desenvolvido um novo procedimento
de preparo de amostra, para andlise de aflatoxinas e agrotéxicos em
sucos de soja e uva, respectivamente, o qual se baseou nas técnicas de
microextracdo em fase liquida com fibra oca (HF-LPME, do inglés
Hollow Fiber Liquid Phase Microextraction) e na microextragdo
liquido-liquido dispersiva (DLLME, do inglés Dispersive Liquid-Liquid
Microextraction).
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2 REVISAO DE LITERATURA

Com o objetivo de fundamentar teoricamente esse trabalho e
fazer um levantamento bibliografico dos principais avangos no
desenvolvimento dos procedimentos de preparo de amostra, foi
realizada uma revisdo da literatura quanto aos temas que abrangeram
desde as técnicas tradicionais de preparo de amostra até as técnicas
modernas de microextracdo em fase liquida, assunto esse foco da
presente pesquisa.

2.1 TECNICAS TRADICIONAIS OU CLASSICAS DE PREPARO DE
AMOSTRA

Uma grande variedade de técnicas de preparo de amostras, as
quais objetivam a extracdo de compostos de interesse e conjuntamente a
retirada de interferentes (limpeza do extrato) tem sido desenvolvida. A
escolha da técnica depende de varios fatores, tais como o tipo de matriz,
propriedades fisico-quimicas do analito e 0 método separacdo/detecgdo a
ser utilizado. Algumas dessas técnicas sdo bem reconhecidas e sdo
denominadas de técnicas tradicionais ou classicas de preparo de
amostras, e sdo esses procedimentos que serdao abordados, brevemente a
seguir.

2.1.1 Extracgdo Liquido-Liquido (LLE)

O principio da extracdo liquido-liquido (LLE, do inglés liquid-
liquid extraction) baseia-se na particdo de uma amostra entre duas fases
imisciveis (organica e aquosa). A eficiéncia da extracdo depende da
afinidade dos analitos pelo solvente de extracdo, além da razdo entre as
fases organica e aquosa e do nimero de extracBes realizadas. Para
alguns sistemas, o valor da constante de distribuicdo, KD, entre as fases
pode ser aumentado de acordo com algumas estratégias como: pelo
ajuste do pH, para prevencdo da ionizacdo de Acidos ou bases, pela
formagdo de par ibnico com solutos ionizaveis, pela formacdo de
complexos lipofilicos com ions metélicos ou pela adi¢do de sais neutros,
para diminuir a solubilidade de compostos organicos na fase aquosa
(RIDGWAY; LALLJIE; SMITH, 2007).

Dentre as principais vantagens da técnica de LLE, destacam-se:
simplicidade de materiais e procedimentos utilizados; inGmeros
solventes podem ser empregados, os quais fornecem uma ampla faixa de
solubilidade e seletividade (QUEIROZ; COLLINS; JARDIM, 2001).
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Em contrapartida, algumas desvantagens devem ser consideradas
para a LLE, entre elas: a presenca de analitos hidrofilicos, os quais ndo
podem ser parcialmente extraidos pelo solvente organico, resultando em
perda de eficiéncia; impurezas do solvente sdo concentradas junto com a
amostra, implicando no uso de solventes ultrapuros; pode ocorrer
formacdo de emulsfes, 0 que resulta em grande consumo de tempo;
volumes relativamente grandes de amostras e de solventes sdo
requeridos, gerando problemas de descartes; alguns solventes organicos
sdo toxicos; pode ocorrer adsorcdo dos analitos na vidraria;
decomposicdo de compostos instaveis termicamente, na etapa de pré-
concentracao; o processo € suscetivel a erros e, relativamente, de dificil
automacédo (QUEIROZ; COLLINS; JARDIM, 2001).

Mesmo com as varias desvantagens listadas anteriormente, a LLE
ainda é muito utilizada em analises de diversos agrotdxicos e
micotoxinas em alimentos, uma vez que pode gerar extratos seletivos e
com taxa de enriquecimento satisfatoria.

2.1.2 Extracdo solido-liquido (SLE)

Em se tratando de matriz sdlida, como é o caso de grande parte
dos alimentos, a etapa de preparo de amostra é imprescindivel. Esse
procedimento pode-se adequar tanto a transferéncia do analito para um
meio fisico compativel com o cromatégrafo, como ja citado
anteriormente, quanto adequar & concentragdo dos analitos para que
fiqguem dentro da faixa linear do equipamento de trabalho, ou ainda
ambos (LANCAS, 2004).

A extracao sélido-liquido (SLE, do inglés solid-liquid extraction)
¢ a técnica mais antiga de preparo de amostras utilizando solventes,
porém é um dos métodos mais frequentemente utilizado na extracéo de
contaminantes alimentares, como agrotoxicos, a partir de grdos de
cereais, alimentos e outros materiais sélidos. Esta técnica de preparo de
amostra, geralmente, é combinada tanto para transferir os analitos de
uma matriz sélida para um extrato em meio liquido, como para retirar
materiais particulados e outros tipos de interferentes que possam
impedir ou dificultar a anélise (PEREIRA; FERNANDES; CUNHA,
2014).

Cabe ressaltar que, geralmente, apds esse procedimento de
extracdo, & necessario acrescentar uma etapa de limpeza da amostra,
uma vez que a técnica néo é seletiva, e, dependendo dos analitos, uma
etapa de derivatizacdo pode ser requerida para aumentar a
detectabilidade da técnica (KOS; KRSKA, 2006).
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2.1.3 Extracgéo em fase solida (SPE)

A extracdo em fase sélida (SPE, do inglés solid phase extraction)
é uma técnica de extracdo/limpeza e/ou pré-concentracdo, e tem sido
empregada em substituicdo as técnicas anteriores mencionadas. Ela é
uma das ferramentas mais poderosas e mais empregadas para a extragdo
de analitos presentes em matrizes complexas e esta baseada na
separacdo dos analitos pela sua retencdo em cartuchos recheados com
sorventes, sendo que 0s mecanismos de retencdo sdo idénticos aqueles
envolvidos em cromatografia liquida em coluna (QUEIROZ; COLLINS;
JARDIM, 2001).

O procedimento de SPE, geralmente, envolve 4 etapas: ativacio
do sorvente para deixar os sitios ativos disponiveis e condicionamento
do sorvente com solvente adequado para ajustar as forcas do solvente de
eluicdo com o solvente da amostra; introducdo da amostra, para a
retencdo do analito e as vezes de alguns interferentes; limpeza da coluna
para retirar os interferentes menos retidos que o analito; eluicdo e coleta
do analito. Na Figura 1 sdo ilustradas as 4 etapas envolvidas na extracdo
em fase solida. Muitos sorventes tém sido utilizados para retencdo de
analitos entre eles: carvdo ativado, alumina, silica gel, silicato de
magnésio (Florisil), fases quimicamente ligadas (Cs, Cis, -NH*") e
polimeros, por exemplo, o copolimero de estireno entrecruzado com
divinilbenzeno (KOS; KRSKA, 2006).

Figura 1. Etapas envolvidas para o procedimento de SPE

Condicionamento Amostra Limpeza Eluigdo

Analito @ Interferentes [ |
Fonte: Gilson UK (2011).
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Entre as evolugGes da técnica de SPE, principalmente no que diz
respeito a andlise de agrotoxicos e micotoxinas, estd o desenvolvimento
de colunas de imunoafinidade (IACs). Estas colunas sdo compostas por
um suporte ativado de fase solida, no qual se ligam os anticorpos
especificos para os analitos. Essas colunas sdo muito especificas, uma
vez que as moléculas dos analitos ficam aderidas aos anticorpos
monoclonais ativos, por meio de interacdes antigeno-anticorpo
(SENYUVA,; GILBERT, 2010).

De acordo com Pereira, Fernandes e Cunha (2014), a tendéncia
atual para a etapa de limpeza dos extratos é o uso de IACs, pois estas
melhoram a detectabilidade do método. Porém, como desvantagem esta
0 custo das IACs e o fato de ndo serem reutilizaveis de acordo com
fabricantes.

2.1.4 Extracdo por Fluido Supercritico (SFE)

A extracdo por fluido supercritico (SFE, do inglés supercritical
fluid extraction) é um processo através do qual analitos sdo extraidos de
uma amostra, utilizando como solvente extrator um fluido supercritico
(PEREIRA; FERNANDES; CUNHA, 2014). Desta forma, o fluido
supercritico é o estado da matéria acima da temperatura e da pressao
critica onde o vapor e o liquido tém a mesma densidade e o fluido ndo
pode ser liquefeito pelo simples aumento da pressdo. Dentro de uma
variedade de fluidos supercriticos, 0 CO; é o solvente de extracdo mais
comum, pois ndo é caro, € relativamente ndo-tdxico, ndo-inflamavel,
tem, comparativamente a outros fluidos, baixa temperatura critica, 31,3
°C, e pressao critica, 7,4 MPa, além de ser facilmente removido ap6s a
extracdo (QUEIROZ; COLLINS; JARDIM, 2001).

Para Ridgway, Lalljie e Smith (2007), a escolha de um fluido
supercritico, como um solvente de extracdo permite uma extracdo mais
seletiva, e fornece uma cinética de extracdo mais rapida do que a
maioria dos liquidos. O poder de solvatacdo do fluido pode ser
manipulado pela alteracdo da pressdo e/ou temperatura e pela adi¢do de
modificadores. No entanto, a adi¢do de outros solventes, tais como
metanol, para o fluido supercritico diminui a seletividade do método. O
uso de fluidos supercriticos para solvatacdo de analitos polares é
limitada, e embora a utilizacdo de modificadores tais como metanol,
etanol ou acetona, possam diminuir a seletividade da técnica, nesse caso,
eles aumentam a eficiéncia de extracdo destes compostos polares
(PEREIRA; FERNANDES; CUNHA, 2014).

Comparados com solventes liquidos, os fluidos supercriticos tém
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viscosidades mais baixas e maiores coeficientes de difusdo de solutos,
alto poder de solvatacdo que facilita a transferéncia de massa durante a
extracdo (QUEIROZ; COLLINS; JARDIM, 2001). Além disso, essas
caracteristicas permitem a utilizacdo de pequenos volumes de solventes,
mantendo a eficiéncia de extracdo e limpeza em uma Unica etapa (KOU;
MITRA, 2003).

A técnica de SFE pode ser aplicada para analise de amostras
solidas, semissolidas ou liquidas, porém a analise em amostras Umidas e
liquidas pode ser dificultada. Portanto, o método funciona melhor para
amostras sélidas em p6 fino com boa permeabilidade, tais como solos e
plantas secas, além disso, amostras com alto teor de lipidios podem
interferir na extracdo dos analitos (RIDGWAY; LALLIJIE; SMITH,
2007).

Dentre as vantagens que a técnica permite esta a eliminagdo do
tempo gasto com a remocdo de solventes, a ndo utilizagdo solventes
organicos, que sdo normalmente toxicos, diminuindo assim os riscos de
manipulacdo e a remocdo facil do fluido supercritico da amostra apds a
extracdo (reducdo da pressdo). Entretanto, as desvantagens sdo que o
analito deve ser solivel no fluido supercritico, o que pode ser
contornado através da adicdo de aditivos no eluente (p. ex. adi¢do de
solvente para aumentar solubilidade dos analitos), e que a etapa de
remocdo do analito da amostra pelo fluido supercritico € a etapa mais
problematica do processo (QUEIROZ; COLLINS; JARDIM, 2001).

De acordo com Pereira, Fernandes e Cunha, (2014), embora a
SFE seja uma técnica rapida, possui vérias limitacdes, particularmente
no caso de analise de compostos polares, o que tém impedido a sua
aplicacdo generalizada. Além disso, SFE é um método que requer 0 uso
de equipamentos caros e esta caindo em desuso para a extragdo de
analitos organicos em concentracfes traco, sendo substituido por
técnicas mais baratas e que ndo necessitem desses aparatos. Além disso,
os autores acreditam que a técnica de SFE ndo ganhou popularidade,
provavelmente, devido a dificuldades na otimizacdo do método para o
uso rotineiro, assim como a necessidade de investir em equipamento
especial.

Cabe ressaltar, que a medida que novos protocolos de
extracdo/limpeza e pré-concentracdo sao desenvolvidos para 0os métodos
cromatogréficos, os limites de deteccdo e quantificacdo para diferentes
analitos podem ser reduzidos. Aliado a isso, o volume de solvente
organico necessario nessas técnicas é um aspecto preocupante, devido
ao custo e problemas de poluicdo ambiental. Considerando que o
preparo de amostra € normalmente a etapa que consome mais tempo e
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gera maior erro na analise instrumental, estudos sdo realizados com o
intuito de se desenvolver métodos de preparo de amostras que fornegcam
resultados mais reprodutiveis, exijam menores habilidades técnicas, que
ndo utilizam ou utilizam microvolumes de solventes organicos, menor
custo, menor tempo e fornecam extratos mais limpos (SILVEIRA,
2012). Neste contexto, novos estudos tém sido desenvolvidos com o
objetivo de reduzir a manipulagdo analitica, proporcionar significativa
detectabilidade na recuperacdo de analitos, elevada repetibilidade,
rapidez, baixo custo e facilidade de automatizag&o.

A seguir é apresentada uma revisdo bibliografica referente as
principais técnicas modernas de preparo de amostra referentes a
microextracdo em fase liquida.

2.2 TECNICAS MODERNAS DE PREPARO DE AMOSTRA

As técnicas miniaturizadas de preparo de amostras tiveram
grande impulso com o desenvolvimento da microextracdo em fase solida
(SPME, do inglés solid phase microextraction) proposta por Pawliszyn
e colaboradores no ano de 1990. Em 1996 foram apresentados os
primeiros trabalhos sobre a utilizacdo da microextracdo em fase liquida
(LPME, do inglés liquid phase microextraction) introduzidos por Liu e
Dasgupta (1996), Jeannot e Cantwell (1996), e mais tarde por He e Lee
(1997) e Jager e Andrews (1999).

A partir desses primeiros trabalhos realizados com microextracdo
em fase liquida foram desenvolvidas diferentes variantes para a LPME,
cada uma delas apresentando caracteristicas especificas. J& a técnica de
microextracdo liquido-liquido dispersiva (DLLME do inglés dispersive
liquid liquid microextraction) foi s6 recentemente desenvolvida por
Rezaee e colaboradores no ano de 2006 (REZAEE et al., 2006).

2.2.1 Microextragdo em fase liquida (LPME)

A LPME, como abordado anteriormente, surgiu da necessidade
de substituir e/ou modernizar as técnicas classicas de preparo de
amostra, neste caso a extragao liquido-liquido. Apesar das desvantagens
claras do uso da LLE, essa técnica ainda é amplamente utilizada em
laboratérios de andlise de alimentos.

Em contrapartida, os diferentes modos de aplicacdo da LPME
(microextracdo em gota Unica, microextracdo liquido-liquido dispersiva
e de fibra oca) tém sido cada vez mais empregados para a extragdo de
analitos inorgénicos e organicos em diferentes matrizes. Suas vantagens
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sobre os procedimentos de extragdo convencionais sdo: a simplicidade,
eficacia, rapidez e baixo consumo de solventes organicos, e, desta
forma, tem atraido atencdo de analistas de alimentos, pois a aplicacao
dessas técnicas tem apresentado bons resultados (PEDERSEN-
BJERGAARD; RASMUSSEN, 2008; ASENSIO-RAMOS et al., 2011;
CARASEK; MERIB, 2015).

Geralmente, as técnicas de LPME combinam a extracao, limpeza
e concentracdo dos analitos em apenas um passo, e ocorre entre Varios e
poucos microlitros de um solvente imiscivel com &gua (conhecido como
extrator ou fase receptora) e uma fase aquosa (também conhecida em
alguns casos, como fase doadora), que contém os analitos (DE
OLIVEIRA et al., 2008; GHAMBARIAN; YAMINI; ESRAFILI, 2012).

LPME possui diferentes modos de extracdo, sendo classificada
em trés categorias principais: microextragdo em gota Unica (SDME, do
inglés single-drop microextraction) microextragdo liquido-liquido
dispersiva (DLLME do inglés dispersive liquid-liquid microextraction)
e de fibra oca (HF-LPME do inglés hollow fiber liquid phase
microextraction). Cabe ressaltar, que cada uma dessas classes possui
diversas variacOes, as quais estdo se perpetuando conjuntamente com as
novas linhas de pesquisa desenvolvidas mundialmente. Desta forma, a
LPME tem demonstrado sua versatilidade, além de outras vantagens
como: a elevagdo dos fatores de enriquecimento dos analitos e a
facilidade de introdugdo em sistemas cromatograficos ou eletroforéticos
(DE OLIVEIRA et al., 2008; PROSEN, 2014). A Figura 2 apresenta as
principais variantes das trés classes da LPME.

Figura 2. Principais configuragdes das classes de LPME
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As técnicas de LPME séo principalmente aplicadas para amostras
liquidas, pois o procedimento pode ser empregado diretamente apds
operacdes simples como ajuste de pH, centrifugacdo, dilui¢o, filtracdo,
entre outros. Porém, a aplicacdo dessas técnicas para amostras de
alimentos solidos e semissélidos tem se tornado um desafio para os
pesquisadores. Geralmente, para essas aplicacfes sdo necessarios
procedimentos anteriores, como extracdo soélido-liquido, limpeza por
SPE, entre outros (ASENSIO-RAMOS et al., 2011; HAN; ROW, 2012;
VINAS et al., 2014). Mesmo assim, o interesse pelo desenvolvimento e
aplicacdo dessas técnicas em diferentes matrizes alimentares tem
crescido exponencialmente.

2.2.2 Microextragdo em gota Unica (SDME)

A microextragdo em gota suspensa ou gota Unica (SDME) foi
uma das primeiras técnicas de LPME desenvolvida, tendo sido criada
em 1996 por Jeannot e Cantwell. Essa técnica baseia-se na extracdo dos
analitos por meio de uma microgota de solvente organico imiscivel em
agua. Neste tipo de extracdo, os analitos migram para fase extratora por
difusdo passiva, a agitacdo pode ser usada para aumentar a cinética de
difusdo, porém essa estratégia pode afetar a estabilidade da gota. Apds a
extracdo, a gota é recolhida para o interior da microsseringa e pode ser
injetada diretamente no sistema instrumental (HPLC ou GC).
Inicialmente, a gota era acomodada na porg¢do final de um dispositivo de
politetrafluoretileno (PTFE), que era entdo imerso na solugdo contendo a
amostra (JEANNOT; CANTWELL, 1996).

A extracdo dos analitos, geralmente é realizada em imerséo direta
da microgota (DI-SDME, do inglés direct immersion), porém outras
configuragdes tém sido desenvolvidas, como por exemplo, a exposicéo
da gota ao headspace da amostra (HS-SDME). O modo headspace assim
como a microextracdo liquido-liquido-liquido (LLLME do inglés liquid-
liquid-liquid microextraction) pode ser utilizado como um sistema de
trés fases, sendo que na LLLME, uma pequena quantidade de fase
aquosa é colocada no interior da microsseringa anterior a gota
(JEANNOT; CANTWELL, 1996; PEDERSEN-BJERGAARD;
RASMUSSEN, 2008). O uso de solvente organico menos denso que a
amostra aquosa também pode se empregado, o qual pode ser coletado na
superficie da amostra apés o tempo de extracdo. Outra alternativa,
porém de dificil aplicacdo em microsseringas, é a solidificacdo da
microgota a temperatura mais baixa a sua, a qual é posteriormente
recolhida com auxilio de uma espéatula, a essa técnica nomeou-se de
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microextragdo por gota organica flutuante solidificada (SFOD-ME, do
inglés solidified floating organic drop microextraction) ou SFDME (do
inglés, solidification of floating drop microextraction) (KHALILI
ZANJANI et al., 2007). E finalmente outra configuracdo recentemente
desenvolvida é a utilizagdo simultinea em modos HS e DI denominada
(HS-DI-SDME, do inglés direct immersion-headspace-single drop
microextraction) (MERIB et al., 2015). Alguns modos da técnica de
SDME sdo ilustrados na Figura 2 apresentada anteriormente.

Os principais solventes utilizados como fase extratora para a
técnica de SDME sao: tolueno, hexano, ciclo-hexano e xileno, embora
os liquidos ibnicos (IL) tenham sido igualmente utilizados
proporcionando bons resultados. Esses solventes produzem condicgdes
de extracdo mais reprodutiveis, pois geram gotas maiores e mais
estaveis durante o tempo de extragdo (ASENSIO-RAMOS et al., 2011).

Dentre as principais vantagens da técnica de SDME, estd a
simplicidade de materiais e manuseio, além da quantidade infima de
solvente  orgédnico utilizado. Entretanto, como mencionado
anteriormente, a maior desvantagem encontrada no desenvolvimento da
técnica é a baixa estabilidade da gota suspensa e por esse motivo certa
resisténcia é encontrada para a implantacdo da técnica em laboratérios
de analise. Outras desvantagens incluem a variacdo do volume da gota
durante o processo de extracdo, especialmente quando se utiliza
condicdes extremas de extracdo (velocidade de agitacdo elevada, longo
tempo de extracdo, e alta temperatura), que afetam a estabilidade da gota
e a precisao analitica, mas a quantificacdo pode ser proporcionada pela
adicdo de um padrdo interno. Essa técnica, geralmente, ndo é adequada
para amostras com grande quantidade de material particulado, uma vez
gue as particulas suspensas podem levar a ruptura da gota (DE
OLIVEIRA et al., 2008; PROSEN, 2014).

A técnica de SDME ndo possui muitas aplicacdes no campo de
alimentos devido a complexidade das amostras. Para amostras de
alimentos liquidos, a SDME tem sido usada para extrair espécies de
diferentes naturezas como: leite, café, infusdes de cha, cerveja, vinho,
mosto e bebidas, sucos de frutas, 6leo e molho de soja. Foram relatados
estudos que utilizam SDME na analise de amostras de alimentos sélidos
ou semissalidos, entre eles: farinha, leite em pg, sal, ervas e especiarias,
frutas e legumes, peixes, aditivos alimentares, chocolate e mexilhdes.
Cabe ressaltar, que a analise de matrizes alimentares soélidas ou
semissolidas por HS-SDME, como em qualquer modalidade LPME,
requer uma extracdo anterior para a solubilizagdo das substancias a
analisar (ASENSIO-RAMOS et al., 2011).
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A primeira aplicacdo de SDME para anélise de amostra de
alimento foi relatada em 2001 por Tankeviciute e colaboradores, 0s
quais utilizaram HS-SDME combinada com a deteccdo por GC-
ionizagdo em chama (FID, do inglés flame ionization detector) para a
determinacdo de oito alcodis, em amostras de cerveja
(TANKEVICIUTE; KAZLAUSKAS; VICKACKAITE, 2001).
Atualmente, cerca de 40 estudos foram desenvolvidos e publicados,
relatando a determinacdo de agrotdxicos por SDME e suas variacdes.
Xiao et al. (2006) e Zhao et al. (2006) determinaram agrotdxicos
organofosforados em sucos de frutas, Qian e He (2006) avaliaram
agrotoxicos organoclorados e piretroides em chas (2006), Shrivas e Wu
(2008) determinaram agrotdxicos organoclorados em peixe (XIAO et
al., 2006). Outros estudos que também se destacaram foram
desenvolvidos por Amvrazi e colaboradores, os quais determinaram
agrotoxicos em: tomate e abobrinha, (AMVRAZI; TSIROPOULOS,
2009a) uvas e macds (AMVRAZI; TSIROPOULOS, 2009b), tomate
(AMVRAZI; PAPADI-PSYLLOU; TSIROPOULOS, 2010), mel
(AMVRAZI; MARTINI; TSIROPOULOS, 2011; TSIROPOULOQS;
AMVRAZI, 2011), todos utilizando a técnica de SDME. Além disso,
Garbi e colaboradores (2010) determinaram através da técnica de SDME
agrotoxicos em vinhos, Dos Anjos e de Andrade (2015) em vinhos
brancos e rose, e, finalmente, Dos Anjos e de Andrade (2014) avaliaram
agrotéxicos organoclorados, organofosforados, piretréides, entre outros
em amostras de agua de coco pela técnica de SDME-GC/MS (GARBI et
al., 2010; DOS ANJOS; DE ANDRADE, 2014; 2015).

Para analise de micotoxinas em amostras alimenticias ndo foram
encontrados trabalhos que relatam a aplicagdo de SDME como técnica
de preparo de amostra. A seguir foi abordada a técnica de HF-LPME
como ferramenta para preparo de amostras.

2.2.3 Microextragdo em fase liquida com fibra oca (HF-LPME)

A técnica de HF-LPME surgiu como alternativa para evitar a
instabilidade gota da técnica de SDME. Essa nova metodologia combina
0 conceito de extragbes com membranas (SLM, do inglés supported
liquid membrane e MMLLE do inglés microporus membrane liquid-
liquid extraction) com o uso reduzido da razdo solvente organico/fase
aquosa, como visto na SDME. A microextracdo em fase liquida com
fiora oca, HF-LPME do inglés hollow fiber liquid-phase
microextraction, ou anteriormente denominada simplesmente de LPME,
foi introduzida em 1999 por Pedersen-Bjergaard e Rasmussen. Os
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analitos sdo primeiramente extraidos para uma membrana liquida
suportada (SLM). Essa membrana é recoberta por um solvente organico
de extracdo, o qual preenche também os poros da membrana capilar
hidrofdébica (fibra oca), j& o seu limen pode ser preenchido com
microlitros de uma fase receptora aquosa (modo trifasico), ou pelo
préprio solvente de extracdo (modo bifésico).

A Figura 3 ilustra os dois modos de extragdo para HF-LPME, de
acordo com o nimero de fases que constituem o sistema, ou seja, HF-
LPME em modo bifasico (A) ou modo trifasico (B) (PEDERSEN-
BJERGAARD; RASMUSSEN, 2008).

Figura 3. Esquema dos modos de extragdo utilizados em HF-LPME.
(A) Modo bifasico (B) Modo trifasico
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Fonte: Adaptado de Saraji e Boroujeni (2011)

Em ambos os casos, 0 SLM é formada nos poros da parede da
membrana quando a mesma é submersa por alguns segundos em um
solvente organico (normalmente n-octanol, éter di-n-hexilico, tolueno,
entre outros). No modo de duas fases, 0 mesmo solvente da SLM ¢é
introduzido no limen (fase receptora) e, entdo, a membrana é
introduzida na amostra aquosa (fase doadora). Os analitos sdo, entdo,
extraidos para a SLM e mais tarde para fase receptora, que pode ser
introduzida diretamente num instrumento de GC. Ja no modo trifasico,
no limen da membrana é introduzida uma fase receptora aquosa ao
invés do mesmo solvente orgdnico da SLM, desta forma, a fase
receptora aquosa pode entdo ser injetada diretamente em sistemas de
HPLC ou CE. Em ambas as abordagens, tanto a fase doadora como a
fase receptora sdo separadas pela membrana porosa de fibra oca, para
gue essas fases ndo entrem em contato direto, este fato permite a
aplicacdo de agitacdo constante durante o procedimento (PEDERSEN-
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BIERGAARD; RASMUSSEN, 1999; PSILLAKIS; KALOGERAKIS, 2003).

A escolha do modo de HF-LPME a ser empregado depende
majoritariamente das caracteristicas dos analitos a serem analisados. O
uso do sistema de duas fases é indicado para analitos com
hidrofobicidade moderada a alta, enquanto o sistema de trés fases tem
uso preferencial para compostos ionizaveis acidos ou basicos (HO;
PEDERSEN-BJERGAARD; RASMUSSEN, 2002; HO et al., 2003;
PEDERSEN-BJERGAARD; RASMUSSEN, 2004; RASMUSSEN;
PEDERSEN-BJERGAARD, 2004)

A disposicdo da membrana oca suportada pode variar em
microsseringas ou em hastes de aco inoxidavel. Na Figura 4,
apresentada a seguir, podem ser observados os modos de disposi¢do da
membrana.

Figura 4. Diferentes configuracdes para HF-LPME, configuracdo em
forma de U (A), configuracdo em forma de haste (“rod-like”) (B) e
modo em serpentina (C).
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Inicialmente, a técnica de HF-LPME para analise de alimentos
ndo era muito aplicada, porém a necessidade de novas técnicas para
analise de matrizes complexas resultou em um incremento de pesquisas
nesse campo. Cabe ressaltar, que conforme a necessidade de cada
aplicacdo, novas configuracGes da técnica foram introduzidas.

Uma variante da técnica de HF-LPME tradicional é denominada
de microextragdo em fibra oca com membrana liquida renovavel
(HFRLM, do inglés hollow fiber renewal liquid membrane), e foi
introduzida por Zang e colaboradores em 2005. Essa variante baseia-se
na adicdo de uma pequena quantidade de solvente extrator ou co-
extrator na amostra. Devido a afinidade da fase organica pela membrana
hidrofébica, uma pelicula fina de solvente organico é formada na
interface entre a amostra e a membrana (ZHANG et al., 2005). De
acordo com Carletto et al. (2009), em consequéncia da agitacdo da
amostra, ocorre a formagdo de microgotas organicas sobre a superficie
da membrana liquida, as quais se separam a partir da superficie da
membrana e provocam um aumento significativo da area de contato
entre o solvente extrator e a amostra. Simultaneamente, as microgotas
contidas na amostra sdo reintroduzidas no filme de solvente, renovando
a membrana liquida, o que pode acelerar a velocidade de transferéncia
de massa na camada limite hidrodindmica, entre a interface da
membrana com a fase doadora. Na fase doadora, uma fase organica
adicional é necessaria apenas para a renovacdo, renovando-se
continuamente, e, evitando assim a degradacdo da membrana liquida
(CARLETTO et al., 2009). O método de HFRLM, j& foi aplicado em
amostras de alimentos para a analise de 5 sulfonamidas (antibidticos)
em amostras de mel com separacdo/detec¢do por LC-MS/MS. As
sulfonamidas sdo usualmente utilizadas na apicultura e podem causar
resisténcia aos antibiéticos em seres humanos. Neste trabalho, Bedendo,
Jardim e Carasek (2010) desenvolveram uma técnica de HF-LPME de
trés fases modificadas, na qual a fase doadora foi composta por 0,625 g
de mel, 10 g de sulfato de aménio e 10 mL de tampdo acetato 0,05
mol/L em pH 5. Foram utilizados 8 cm de membrana oca de
polipropileno e o limen da membrana foi preenchido com uma solugéo
tampdo de carbonato em pH 10 e & amostra foram adicionados 300 pL
de uma mistura de 1-octanol:pentanol 55:45 (v/v). Apés agitacdo, a fase
receptora aquosa foi injetada no cromatografo a liquido (BEDENDO;
JARDIM; CARASEK, 2010).

Nesse mesmo contexto, Bedendo e Carasek (2010)
desenvolveram outra variagdo de microextragdo em fase liquida
utilizando fibra oca. A técnica foi denominada como microextracéo
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liquido-liquido (LLME, do inglés liquid-liquid microextraction) com
extracdo em fase s6lida com membrana microporosa de polipropileno
(MMSPE, do inglés microporus membrane solid phase extraction). Essa
metodologia foi utilizada para analise de agrotéxicos organoclorados em
amostras de tomate e morango. Neste caso, ambas as matrizes foram
homogeneizadas em um processador de alimentos e 1 g de amostra foi
diluida em 15 mL de agua deionizada. Apds o ajuste de pH (pH 2 para
morango e 4 para 0 tomate), a amostra foi submetida a agitacdo em
ultrassom e centrifugacdo. Ao sobrenadante aquoso, que foi transferido
para um frasco de vidro, foram adicionados 2,91 g de NaCl e 20 uL de
1-octanol. Uma haste de aco inoxidavel contendo 1,5 cm de fibra oca de
polipropileno fixada em sua extremidade foi introduzida a amostra.
Desta forma, apenas a superficie externa e os poros das paredes estavam
disponiveis para a extracdo dos analitos. O sistema foi mantido em 59
°C e agitado magneticamente por 60 min. Desta forma, 1-octanol
(solvente extrator) contendo os analitos difundiram em direcdo a
membrana sem solvente, onde permaneceram ligados por forgas
capilares. Em seguida, a dessor¢do liquida foi realizada colocando a
fibra em 30 pL de tolueno:hexano (60:40, v/v) durante 10 minutos sem
agitacdo. O procedimento proposto de LLME-MMSPE foi comparado
com a técnica convencional MMLLE de duas fases ou HF-LPME, em
gue 1-octanol foi anteriormente impregnando nos poros da membrana e
com o mesmo procedimento de dessorcdo. A primeira abordagem
resultou em maior eficiéncia da extragdo, devido & introdugdo do 1-
octanol diretamente na amostra, portanto, permitindo uma melhor
interacdo entre o solvente de extracdo e os analitos (BEDENDO;
CARASEK, 2010).

Outras evolugdes do método de HF-LPME objetivaram combinar
as vantagens de técnicas diferentes. No campo da analise de alimentos,
Hu et al. (2009) desenvolveram uma fibra oca baseada em polimeros
molecularmente impressos (MIP, do inglés molecular imprinted
polymer). A essa técnica denominaram como (MIP)-microextracdo
liquido-liquido-s6lido  (LLSME, do inglés liquid-liquid-solid
microextraction), a qual possui como base a combinagéo de duas outras
técnicas MIP-SPME e HF-LPME, para extrair um grupo triazinas em
matrizes como melancia e leite. A melancia foi homogeneizada e
triturada e seu suco foi submetido ao procedimento subsequente,
enquanto que o leite foi filtrado através de um funil de Buchner. Para o
desenvolvimento da LLSME, 6 pL de tolueno foram injetados no limen
da fibra oca com comprimento de 2,5 cm, a qual, posteriormente, foi
imersa em tolueno durante 20 s, com assisténcia de ultrassom para a
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impregnacdo dos poros. O fundo da membrana foi selado com um
alicate quente, e entdo a fibra foi colocada sobre a ponta do tubo de ago
inoxidavel para protecdo e uma fibra de SPME de silica revestida com
MIP foi inserida no limen da membrana. A fase doadora foi formada
por 3 mL de solucdo de amostra e a extracdo foi realizada por agitacdo
durante 30 min a 1000 rpm. Em seguida, a dessorcdo da fibra de SPME
ocorreu em metanol com um dispositivo de acoplamento SPME-HPLC.
A metodologia foi comparada com a técnica classica de HF-LPME de
duas fases (utilizando 1-octanol na SLM) e com um procedimento de
MIP-SPME. Foi verificada uma detectabilidade aumentada usando
LLSME em comparacdo com MIP-SPME (0,006-0,020 ug/L versus
0,18-0,30 pg/L, respectivamente). Para Hu et al. (2009), isso ocorreu
devido ao duplo enriquecimento envolvido na técnica de MIP-LLSME.
Além disso, os autores concordaram que a LLSME foi mais seletiva
para os analitos alvo em comparacdo com a técnica classica HF-LPME,
em decorréncia do uso de MIP (HU et al., 2009).

Em 2006, Pedersen-Bjergaard e Rasmussen demonstraram, pela
primeira vez, que um potencial elétrico produz extracdo analitica de
farmacos basicos através de uma SLM, sendo este sistema de extracao
denominando por eletromembrana (EME). Neste estudo, os analitos
foram extraidos de uma amostra aquosa através de um solvente organico
(éter octil 2-nitrofenil, NPOE), imobilizado na parede de uma fibra oca
de polipropileno porosa, como SLM. O Ilumen da fibra oca foi
preenchido com 30 pL de solucdo aquosa 10 mmol/L de HCI. Os
compostos de interesse neste estudo foram petidina, nortriptilina,
metadona, haloperidol, e loperamida. Essencialmente, a técnica é
semelhante a uma HF-LPME, porém a migracdo através da SLM é
forcada pelo campo elétrico gerado a partir de dois eletrodos colocados
um fora da membrana e outro no interior, ou seja, no limen da mesma.
A fim de assegurar uma mobilidade eletrocinética eficiente no sistema
EME, o pH deve ser ajustado para proporcionar ionizacdo total dos
analitos nas duas solucbes aquosas. A aplicacdo de tensdo continua
sobre uma SLM permitiu extragdes muito rapidas em amostras com
pequenos volumes (PEDERSEN-BJERGAARD; RASMUSSEN, 2006).

Apos a abordagem de um panorama geral da técnica de HF-
LPME e algumas evolucdes desenvolvidas, a seguir serdo apresentados
os principios e fundamentos da técnica.

2.2.3.1 Principios e Fundamentos da técnica de HF-LPME

Como verificado anteriormente, a técnica de HF-LPME possui



42

dois modos de extragcdo, um em duas fases e outro em trés fases. No
sistema de duas fases, os analitos sdo extraidos a partir da amostra
aquosa, e migram para o solvente organico (solucdo receptora), presente
na parede porosa e dentro do limen da fibra oca. Este processo pode ser
ilustrado pela equacdo 1, a qual relaciona a concentragdo de analito (A)
no equilibrio entre a amostra (A.mostra) € @ fase extratora organica
receptora (Afase orgénica)

Aamostra < Afase organica Equa(;éo (1)

O processo de migracdo dos analitos ocorre por difusdo passiva, e
a extracdo ocorre diretamente da fase doadora (amostra aquosa) para
receptora  (solvente  orgénico) (RASMUSSEN; PEDERSEN-
BJERGAARD, 2004). Desta forma, o coeficiente de particdo do analito
é definido como a particdo do analito entre a solucdo organica receptora
e a solugdo aquosa doadora (K,/4), conforme a equacéo 2,

Ceq,r

Kyqa = Equacdo (2)

Ceq,d

onde, Ceq, corresponde a concentragéo do analito no equilibrio na
solugdo receptora e Ceqq € a concentracdo do analito no equilibrio na
solucdo doadora. Com base na Eg. (2) e um balanco de massa do
sistema de duas fases, a recuperacdo (R) do analito A no estado de
equilibrio pode ser calculada pela seguinte equacdo (HO; PEDERSEN-
BJERGAARD; RASMUSSEN, 2002):

Kr/dvorg

R(%) = — =25
(A)) Kr/dvorg + Vd

x 100 Equacdo (3)

onde, Vo € 0 volume total da fase orgéanica no sistema (soma do
solvente organico presente na parede porosa e no limen da fibra oca) e
Vg4 é volume da amostra. A partir da Eq. (3) pode-se prever que a
recuperacdo é dependente do coeficiente de particdo, do volume de
solvente organico, e do volume da amostra. Recuperacgdes elevadas séo
obtidas para os compostos com coeficientes de particdo elevados. Isto
pode ser conseguido por sele¢do adequada do solvente orgénico, por
sele¢do adequada do pH para analitos &cidos/bésicos e, em alguns casos,
por adicdo de cloreto de sodio em concentracGes elevadas para a
amostra. Além disso, pequenos volumes de amostra sdo benéficos para
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obtencdo de altas taxas de recuperacao para extracdes de equilibrio.
Além disso, a cinética de extracdo de um sistema de 2 fases pode
ser descrita conforme a equacéo 4,

Cr = Ceqa(l —e™ Equacio (4)

onde, k é a constante de velocidade (s-1) definida por

Ai Vorg ~
k=c—B0|Kipa5—+1 Equagdo 5
Vorg Vd

onde, C, é a concentracdo do analito A na fase receptora
(organica) no tempo t, A; a area interfacial, e By € 0 coeficiente de
transferéncia de massa global para fase organica. A Eq. (5) revela que
para extracdes répidas, A; e Bo devem ser maximizados e Vq4 deve ser
minimizado. Além disso, o coeficiente de transferéncia de massa global
pode ser maximizado por forte agitagdo do sistema de LPME em duas
fases (PEDERSEN-BJERGAARD; RASMUSSEN, 2008).

J& no sistema utilizando trés fases, o analito é extraido de uma
solucdo aquosa (fase doadora) através de um solvente organico
imobilizado nos poros de uma membrana oca (fase orgéanica) para uma
nova fase aquosa (fase receptora) presente no interior da fibra oca. A
fase organica, nesse caso, funciona como uma barreira entre a solugdo
receptora e a solugdo doadora, essa barreira ndo permite a mistura dessas
duas fases agquosas. Nesse caso, a fase receptora é aquosa, sendo esse
processo amplamente utilizado em sistemas de HPLC ou eletroforese
capilar (RASMUSSEN; PEDERSEN-BJERGAARD, 2004). Essa
metodologia de andlise utilizando trés fases foi originalmente
denominada por Pederseen-Bjergaard e Rasmussen (1999) como
LLLME (do inglés, liquid-liquid-liquid microextraction). A Equacdo 6
relaciona a concentragdo de analito no equilibrio entre a amostra
(Aamostra), @ fase extratora organica (Afse organica) € @ fase aquosa
receptora (Atase receptora) Para um sistema de HF-LPME com trés fases.

ky k3
k(_ - Aorgénica k(_ —A
2 4

Aamostra receptora Equagéo (6)

onde, ki, ko, k3 e k4 sdo as constantes de velocidade de primeira
ordem. Para estabelecer uma equagdo para célculo da recuperagédo no
equilibrio, tanto o coeficiente de particdo entre a fase organica (SLM) e
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a amostra (Korga), €quagédo 7, bem como o coeficiente de particéo entre a
fase receptora e a fase organica (Kyom), equacdo 8, devem ser
considerados:

C
Korg/d = gz:;g EQUagéo (7)
Ceq:r .
Kr/org = Ceq org Equacéo (8)

onde Ceqorg COrresponde a concentragdo do analito no equilibrio
na fase organica, Ceq € a concentragdo do analito no equilibrio na
solugdo doadora e Cgq, corresponde a concentracdo do analito no
equilibrio na solucéo receptora.

Desta forma, o coeficiente de particdo entre a fase receptora e a
fase doadora (Kyq4), que deve ser considerado como a forga motriz global
para a extracdo, e calculado como o produto de Keygg € Ko,
representado pela Equacéo 9:

Ceq,r

Kr/d = = Korg/d X Kr/org Equa(}ao (9)

@]

eq,d

Com base nas equaces (7) (8) e (9), e com base no balango de
massa total para o sistema de 3 fases, a seguinte equacdo pode ser
apresentada para célculo das recuperacbes (R), (HO; PEDERSEN-
BJERGAARD; RASMUSSEN, 2002):

Korg/d X Kr/org X Vr

R(%) =
Korg/d X Kr/org X Vr + Korg/d X Vorg + Vd

x 100  Equacéo (10)

onde V, é o volume da solucdo aquosa receptora V4 € 0 volume
de solugdo aquosa doadora ou de amostra e Vg € 0 volume da fase
organica imobilizada nos poros da fibra oca (SLM). A partir da Eqg. (10),
pode-se concluir que recuperacbes em sistemas de 3 fases sdo
controlados pelos coeficientes de particdo de Koga € Kiorg, € pelos
volumes da amostra, fase orgénica e fase receptora. Em geral, elevados
coeficientes de particdo sdo benéficos e podem ser obtidos pela selecéo
adequada do solvente orgéanico (SLM) e selecdo adequada das condi¢des
de pH nas solugdes aquosas.

Para Ho, Pedersen-Bjergaard e Rasmussen (2002), Rasmussen e
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Pederseen-Bjergaard (2004) e Pederseen-Bjergaard e Rasmussen (2008),
dois aspectos praticos podem ser compilados a partir dos fundamentos
da técnica de HF-LPME: (1) o procedimento fornece taxas de
enriquecimento muito elevadas e (2) as extragfes sdo sensiveis a
magnitude dos coeficientes de particdo. Além disso, os autores
enfatizam que a técnica apresenta excelentes resultados para substancias
de baixa polaridade, inclusive melhores taxas de enriquecimento se
comparadas com a técnica tradicional de LLE, porém para substancias
polares a técnica pode ser ineficiente e isto pode justificar o efeito de
limpeza que a técnica possui. O efeito de limpeza atribuido a técnica se
deve a remocgdo de substdncias interferentes mais polares como
amino4cidos e proteinas, tanto pela similaridade dessas moléculas com a
fase doadora (aquosa) como por exclusdo de tamanho por causa dos
poros da membrana, a qual ndo permite que moléculas grandes como
proteinas, lipideos e fibras passem para fase receptora.

2.2.3.2 Parametros que afetam e devem ser otimizados na extracdo em
HF-LPME

Além das caracteristicas inerentes do analito (coeficientes de
ionizacdo e parti¢do) alguns outros pardmetros devem ser considerados
durante o desenvolvimento do método, tais como ajuste do pH da
amostra, forca ibnica, membrana hidrofébica, tipo de solvente organico,
tempo e temperatura de extracdo, composicdo da solucdo receptora,
agitacdo do sistema e razdo das fases receptora e doadora.

2.2.3.2.1 Escolha da membrana

As membranas capilares empregadas em LPME devem possuir
certa hidrofobicidade para que o uso de solvente organicos na SLM seja
compativel, também devem conter alta porosidade para que os solventes
organicos figuem imobilizados nas paredes da membrana, separando a
fase doadora e receptora (PSILLAKIS; KALOGERAKIS, 2003). As
membranas mais utilizadas sdo as de polipropileno, disponiveis
comercialmente pela empresa Membrana (Wuppertal, Alemanha), a qual
disponibiliza membranas capilares e planas que podem ser utilizadas
para aplicacdo da técnica. O modelo de membrana capilar mais utilizado
¢ a Acurrel PP Q3/2 tamanho de poro de 0,2 pum, espessura de parede de
aproximadamente 200 pm e didmetro interno de 600 pm. Essas
membranas apresentam caracteristicas muito favordveis a aplicacdo da
técnica uma vez que permitem a microfiltragdo de macromoléculas
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interferentes, como é o caso de proteinas (ANDERSEN et al., 2002).
2.2.3.2.2 Solvente organico

Na otimizacdo de um procedimento de HF-LPME, a escolha do
solvente organico é considerada etapa fundamental. O solvente
selecionado deve possuir algumas caracteristicas tais como: ter boa
seletividade e alta eficiéncia de extracdo para os analitos de interesse,
baixa solubilidade ou insolubilidade em &gua, prevenindo a dissolugdo
da fase orgénica na aquosa (doadora); baixa volatilidade, evitando a
perda de fase orgdnica durante a extracdo; compatibilidade com a
membrana capilar utilizada, facil impregnacdo nos poros da mesma e
apresentar alta pureza, ou seja, ser livre de contaminantes ou
interferentes que possam prejudicar a andlise (PSILLAKIS;
KALOGERAKIS, 2003; PEDERSEN-BJERGAARD; RASMUSSEN,
2004).

2.2.3.2.3 Tempo de extracao

Assim como na maioria das técnicas de extracdo liquida, a
transferéncia de massa do analito de uma matriz ou fase doadora para a
fase receptora é fator fundamental para a eficiéncia da extracdo. Desta
forma, na HF-LPME, a transferéncia de massa depende do tempo para
gue o equilibrio entre a fase aquosa/organica (sistema bifasico) ou
aquosa/organica/aquosa (sistema trifasico) seja alcancado. Portanto,
nessa técnica a recuperacdo do analito aumenta com o tempo de
extracdo até atingir uma situacdo de platd (equilibrio) na qual a
distribuicdo do analito entre as fases permanece constante (BASHEER;
BALASUBRAMANIAN; LEE, 2003; RASMUSSEN; PEDERSEN-
BJERGAARD, 2004). Halvorsen, Pedersen-Bjergaard e Rasmussen
(2001) utilizaram o aumento da area superficial em contato com a fibra
oca para a diminuicdo do tempo de extracdo, 0 modo desenvolvido pode
ser observado na Figura 3(HALVORSEN; PEDERSEN-BJERGAARD;
RASMUSSEN, 2001). Cabe ressaltar, que em muitos casos, 0 tempo
necessario para que o equilibrio seja atingido € longo; portanto, a
extracdo ¢é feita em condicbes de ndo equilibrio, controlando-se
precisamente o tempo de extragdo (RASMUSSEN; PEDERSEN-
BJERGAARD, 2004).
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2.2.3.2.4 Ajuste do pH

Outro parametro que pode afetar a eficiéncia de extragdo na
técnica de HF-LPME, é o ajuste do pH, tanto da solucdo doadora
(amostra) como da receptora no caso de extracdo em modo trifasico.
Para Pedersen-Bjergaard e Rasmussen, (2000), o pH da amostra afeta o
equilibrio de dissociacdo e a solubilidade de analitos com caracteristicas
acidas ou basicas, logo uma maior razdo de distribuicéo entre as fases,
resulta em maiores valores de recuperagdo dos analitos (HO;
PEDERSEN-BJERGAARD; RASMUSSEN, 2002).

Para isso, 0 pH deve ser ajustado em um valor de pelo menos 1,5
unidade menor em relacdo ao pKa para as espécies acidas e, em caso
contrario, em pelo menos 1,5 unidade acima do pKa para qualquer
soluto basico. Geralmente, para analitos acidos, o pH da amostra ¢
ajustado entre 0,1 e 3,5, enquanto que para analitos basicos o ajuste
varia entre 10 e 14. Num sistema de HF-LPME utilizando trés fases, o
pH da solucdo receptora deve ser ajustado a valores que garantam a
ionizagdo (protonacdo) dos analitos, dessa forma, solugcdes receptoras
basicas devem ser usadas para analitos acidos e solucdes receptoras
acidas devem ser utilizadas para analitos basicos. Esse ajuste do pH da
fase receptora permite assegurar a extracdo dos analitos para a fase
receptora e prevenir 0 seu retorno para a fase organica localizada nos
poros da membrana (ESRAFILI; YAMINI; SHARIATI, 2007).

De acordo com Merib e Carasek (2013), o pH é um parametro
muito importante que afeta a eficiéncia de extracdo quando se trabalha
com um sistema de HF-LPME utilizando trés fases. O pH da fase
doadora deve ser ajustado para manter os analitos na forma ndo
ionizada, enquanto que o pH para a fase receptora deve ser ajustado a
um valor em que os analitos permanecam na forma ionizada. A
diferenca de pH entre a fase doadora e a receptora é um dos principais
pardmetros que podem promover a transferéncia dos analitos da fase
doadora para o solvente organico imobilizado e, posteriormente, para a
fase receptora. Além disso, para assegurar altas recuperacdes, 0s
volumes de amostra e fase organica devem ser tdo pequenos quanto
possivel para maior concentragdo dos analitos (PEDERSEN-
BJERGAARD; RASMUSSEN, 2008).

De acordo com Pedersen-Bjergaard, Ho e Rasmussen (2002), nas
aplicacbes de HF-LPME trifasica para andlise de farmacos de carater
basico, os principais acidos utilizados nas solu¢des sdo: acido acético,
férmico, sulfarico, cloridrico, nitrico e trifluoracético. Ja para extracao
de analitos 4cidos, solucdes de hidréxido de sodio 0,01-0,1 mol L™ séo
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comumente empregadas como fases receptoras (PEDERSEN-
BJERGAARD; RASMUSSEN, 2000).

2.2.3.2.5 Agitacdo da amostra

A agitacdo da amostra é utilizada para acelerar a cinética de
extracdo dos analitos, desta forma, aumentando a taxa de agitagdo da
solucdo doadora acelera-se a extracdo, bem como a difusdo dos analitos
através da interface fase doadora/solvente orgéanico. No caso da HF-
LPME, como o solvente organico da SLM e a fase receptora estdo
protegidos pela membrana cilindrica, o uso de velocidades de agitacdo
mais elevadas ndo compromete a eficiéncia de extragdo do método. De
acordo com Kokosa, Przyjazny e Jeannot (2009), taxas de agitacdo
proximas de 2000 rpm podem ser usadas para sistemas de duas fases e
1500 rpm em sistemas de trés fases. As formas de agitagdo mais
recomendadas sdo a agitacdo com barra magnética e o banho de
ultrassom, embora, alguns autores afirmem que a agitacdo com barra
magnética possa causar contaminagdo cruzada das amostras e formagdo
de bolhas de ar que tendem aderir na fibra, introduzindo assim
imprecisdo nas medi¢des (PEDERSEN-BJERGAARD; RASMUSSEN,
2000; SHEN; LEE, 2002).

2.2.3.2.6 Razdo dos volumes de solugdo da fase doadora e fase
receptora

De acordo com Rasmussen e Pedersen-Bjergaard (2004), a
técnica de HF-LPME tanto em duas ou trés fases possui como grande
diferencial, altos fatores de enriquecimento, e desta forma, um aumento
na detectabilidade do método. Isso se deve ao fato da utilizacdo de
pequenos volumes de fase receptora, ou seja, poucos pL. Logo, quanto
menor a razdo entre o volume de fase receptora/doadora, maior sera o
fator de enriquecimento da técnica.

2.2.3.2.7 Aditivos na fase doadora

A adicdo de algumas substancias na amostra pode aumentar a
eficiéncia de extracdo dos analitos. Desta forma, a seguir alguns
exemplos de aditivos serdo abordados.

a) Adicao de sais ou ajuste da forca idnica: Dependendo dos

analitos, a adigdo de sal e a consequente mudanca da forca
ibnica da solugdo da amostra podem afetar significativamente
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os resultados obtidos com a microextracdo em fase liquida,
porém esse efeito sobre a matriz € complexo. Para Psillakis e
Kalogerakis (2003), a adi¢do de sal para extracdo de analitos
mais polares pode diminuir a solubilidade dos analitos na fase
aquosa e, dessa forma, aumentar a eficiéncia de extragdo em
virtude do efeito salting-out. Neste processo, as moléculas de
agua da fase doadora (amostra) passam a hidratar também os
jons adicionados ocorrendo, entdo, a redu¢do de moléculas do
analito dissolvidos na solucdo aquosa por mecanismos de
competicdo (ULRICH, 2000). Em contrapartida, a adicdo de
sais pode ter um efeito negativo na eficiéncia de extracdo dos
analitos menos polares, pelo aumento da viscosidade da
amostra e consequente reducdo na mobilidade dos analitos, e
também pela reducdo da difusdo dos mesmos para a fase
extratora (SHEN; LEE, 2002; UGLAND; KROGH,;
REUBSAET, 2003).

b) Modificadores organicos: Além da adicdo de sais, alguns
modificadores podem afetar a eficiéncia de extragdo em HF-
LPME. A adicdo de solventes organicos, como metanol e
etanol, aumenta a eficiéncia da técnica de HF-LPME quando
analisados farmacos em fluidos bioldgicos. Isso se deve ao
fato do solvente suprimir as interagdes hidrofdbicas existentes
entre o farmaco e proteinas plasmaticas, permitindo que o
analito fique livre para extracdo e, consequentemente,
aumentando a eficiéncia do método, pela diminuicéo do efeito
matriz. Além disso, a adicdo desses solventes provoca a
precipitacdo das proteinas, aumentando a transferéncia de
massa pela diminuicdo da viscosidade da amostra. Porém, a
otimizacdo da quantidade e tipo de solvente adicionado é
crucial, pois 0 mesmo pode afetar a distribuicdo do analito de
forma a gerar uma competicdo entre o modificador e o
solvente organico extrator contido na fibra oca e,
consequentemente, gerar prejuizo para extracdo (HO;
PEDERSEN-BJERGAARD; RASMUSSEN, 2002;
PEDERSEN-BJERGAARD; RASMUSSEN, 2004).

2.2.3.3 Aplicacbes da técnica de HF-LPME para andlise de
agrotoxicos e micotoxinas em alimentos

A aplicacdo do método de HF-LPME como ferramenta para o
preparo de amostra na andlise de matrizes alimenticias ainda estad em
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evolugdo na literatura cientifica. Poucos estudos abordam a andlise de
agrotoxicos (7 pesquisas) e apenas dois artigos estdo relacionados com
extracdo de micotoxinas em alimentos quando detectados por
cromatografia liquida. Esta revisdo foi concentrada nesses tipos de
analitos, pois 0os mesmos foram utilizados para aplicacdo da técnica
desenvolvida no presente trabalho.

O crescente interesse pelo uso da técnica HF-LPME para analise
de agrotoxicos e micotoxinas em alimentos se deve pelas vantagens que
esse método apresenta, principalmente, no que se refere a retirada de
interferentes de matrizes complexas, como é o caso de amostras de
alimentos. De acordo com Lee et al. (2008), Asensio-Ramos et al.
(2011) e Carasek e Merib (2015), a principal aplicacdo da técnica de
HF-LPME refere-se a extracdo de agrotoxicos a partir de diferentes
matrizes, como leite, vinho, cerveja, chd, frutas ou legumes. Quanto aos
métodos de separacdo/deteccdo, a cromatografia gasosa ainda € o
método prevalecente para andlise desse tipo de compostos,
principalmente em se tratando da andlise de agrotoxicos. Quanto as
configuragdes da extracdo por HF-LPME, tanto os modos de 2 e 3 fases
sdo utilizados, com prevaléncia do método de 3 fases. Em relacdo aos
solventes utilizados como revestimento para SLM, ou como fase
extratora, 0 1-octanol é considerado a substancia com maior potencial
extrator (LEE et al., 2008; ASENSIO-RAMOS et al., 2011; CARASEK;
MERIB, 2015).

Embora outros analitos, organicos e inorganicos, também sejam
extraidos de diversas matrizes alimentares na Tabela 1, os principais
estudos relacionados com a analise de agrotoxicos e micotoxinas por
HF-LPME e deteccdo por cromatografia liquida sdo apresentados.
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Tabela 1. Resumo dos trabalhos encontrados referentes ao uso da técnica de HF-LPME para anélise de
agrotoxicos e micotoxinas em alimentos detectados por cromatografia liquida

(Continua)
4 Fase Método de = s
Analitos Matriz Pré tratamento Modo e SLM Extragao separagao/ Recuperago Faixa linear Referéncia
da amostra Doadora Receptora deteccs (RSD) (Lop)
cao
Agrotoxicos
8mL
. . _— extrato HF-PP Q3/2 Accurel o
et e Demeaios STAME o (ML Cosnause eow Y osim @usa mon
0,5 mollL 1200 rpm, 60 min
HCI
HF-PP Q3/2 Accurel
2 cm Sorg&o:
51 agrotoxicos  Vinho e 2HELPME  15ml oo agn':;%agezzgf_’“;b‘_“’ UHPLC-  73-112%  0,01-561 (BOLAROS etal,
multiclasses  cerveja 1-octanol ~ amostra gao: MS/MS (<16%) uglL 2008)

Agitacao, 30 rpm, 5
min em 1,5 mL de

MeOH
3 HF-LPME
. Pepino, Diuigtoem5mL 1% oxido  Extrato C101  HF-PP 501280 (ROMERO-
23 agrotoxicos = e mol/L com Accurel 25 cm 0,06-2,7 ;
. tomate e de tampdo em pH trioctilfosfina  aquoso, 0 o HPLC-MS GONZALEZ et al.,
multiclasses . " ) 20% MeOH Agitagdo 40 pglkg
pimenta 4 contendo NaCl dissolvidoem  pH4, ) 2006)
PSR (15 L) osc./min, 1h
éter diexilico
MIP-LLSME HF-PP Q3/2 Accurel
Homogeneizagao 1-octanol 2,5 cm Sorgéo:
. ~ ) o 1020 g
6 Atrazinas Melanqa (melancia) e Comparagdo 3mLde  1-Octanol Agitago 1900 M LpLC-UY 71 103({0 0,08-0,2 (HU et al, 2009)
e Leite e comHF-  amostra (6 pL) 30 min. (1,2-9,6%) pgiL
Filtracéo (leite) A
LPME Dessorgao:em
MIP-SPME MeOH
s ml de HF-PP Q3/2 Accurel
I amostra 10 mmol/L .
2 Fungicidas Suco de Filtragdo e 3 HF-LPME com 120 HCl 2,2 ¢cm Sorgéo: CE-DAD e 17-34% 0,05-0,10  (BARAHONA et
H 1 A . i A | 0,
laranja Centrifugagéo  2-octanona mmol/L (20 L) aglta(;%c()) 1mO|(r)10 rpm,  HPLC-MS (<11%) Mgl al., 2010)

NaOH
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(concluséo)
. Amostra = P
Carbendazina Suco de 3 HF-LPME 5mmolll  Sorgdo: agitagdo y 86,3-106% 0,8-1,5
e Tiabendazol  maca 1-octanol com7pé-| de HCIpH=2,5 800 rpm por 40 min. HPLC-FD (<8,5%) ug L (LU et al., 2011)
Trituragéo, HF- PVDF -8 cm
Homogeneizagéo, : 5mLda .. Sor¢do: agitagdo 300  UHPLC- 1100 !
7 agrotéxicos  Pepino Ultrassom (5 ilgg)ftfmg amostra Clggfolr?lo rpm por 20 min; MS/MS 6(:1213(%7 0,01 /%31 (W/-;IE)I1G22§ al.,
min.) aquosa H Dessorg&o por 1 min (MRM) ° Hog
Centrifugagéo MeOH:agua (1:1)
Micotoxinas
HF-PP Q3/2 Accurel
I 4mLde 4 cm Sorgdo: ;
Diluigao com o (GONZALEZ-
. ' - 2HF-LPME amostra  1-Octanol  agitagdo 1000 rpm, ¥ 7% <
Ocratoxina A Vinho Lit:jmg:: ;gialtﬁc 1-octanol oH 105 (15uL) 45 min, Dessorgio: HPLC-FD (<8%) 0,2 ng/mL PEN;E)% 4e)t al.,
P (HCI) sonicagéo com
MeOH
HF-PP Q3/2 Accurel
Diluigao com HCI 2 cm Sorg&o:
OcratoxinaAe Vinhoe  001moll  2HFLPME 12mLde °M-00"M agiacaorotatoria90  UHPLC-  79-10s% 0027009 (ROMERO-
HCI HgiL GONZALEZ et al
toxinaT-2  Cerveja Desgaseificagdo  1-octanol ~ amostra ’ rpm, 4 h; Dessorgdo: ~ MS/MS (<12%) N
10% NaCl 2010)
(cerveja) 1,5 mL MeCN:agua

(80:20) pH 7

2 HF-LPME Microextragdo em Fase Liquida com Fibra Oca em duas fases; 3 HF-LPME Microextragdo em Fase Liquida com Fibra Oca em trés
fases; CE-DAD - Eletroforese Capilar com deteccdo por Arranjo de Diodos; HF-PP — Fibra Oca de polipropileno; HPLC-FD Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia com Deteccdo por Fluorescéncia; rpm — rotagdes por minuto; HPLC-UV Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Deteccdo
por Ultravioleta; IAC — Coluna de Imunoafinidade; LOD - Limite de detecgdo; LPME — Microextracdo em fase liquida; MIP-LLSME —
Microextracdo Liquido-Liquido-Solido com Polimero Molecularmente Impresso; MIP-SPME — Microextracdo em Fase Sélida com Polimero

Molecularmente Impresso; R(%) - Recuperagdo; RSD(%) - Desvio Padrédo Relativo;

Cromatografia Liquida de Ultra Alta Performance com deteccéo por Espectrometria de Massas Sequencial.

SPE - Extracdo em Fase Sélida; UHPLC -MS/MS —
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De acordo com os estudos encontrados, o octanol é o solvente
mais utilizado como SLM ou recobrimento da fibra oca (ZHU et al.,
2002; BOLANOS et al., 2008; HU et al., 2009; LIU et al., 2011;
(GONZALEZ-PENAS et al., 2004); ROMERO-GONZALEZ et al.,
2010). Porém, outros solventes também tém sido utilizados, entre eles
éter diexilico (ROMERO-GONZALEZ et al., 2006), 2-octanona
(BARAHONA et al., 2010) e cloroférmio (WANG et al., 2012a).

Quanto aos modos existentes de HF-LPME, o modo em duas
fases & também denominado como extracdo liquido-liquido com
membrana microporosa (MMLLE, do inglés microporous membrane
liquid-liquid extraction). Neste modo, o solvente orgéanico utilizado na
SLM serve como extrator dos analitos contidos na amostra aquosa. A
seguir a fibra oca é retirada da fase doadora e colocada em frasco
apropriado para dessorcdo. Esta abordagem de HF-LPME tem sido
aplicada para anélise de alimentos, particularmente para a determinagdo
de ocratoxina A (GONZALEZ-PENAS et al, 2004, ROMERO-
GONZALEZ et al., 2010), toxina T-2 (ROMERO-GONZALEZ et al.,
2010), e agrotoxicos (BOLANOS et al., 2008) em bebidas alcodlicas.

Bolafios e colaboradores (2008) utilizaram a técnica de HF-
LPME em duas fases para determinar 51 agrotdxicos em vinho e
cerveja. Nesse estudo, os pesquisadores utilizaram 2 cm de fibra oca de
PP, recobertas com 1-octanol. A extracdo foi realizada utilizando 15 mL
de amostra, na qual a fibra ficou totalmente submersa durante 45 min
sob agitacdo de 90 rpm. Em seguida, a fibra foi removida do émbolo da
seringa de 10 pL na qual estava fixada e foi procedida a dessorcdo dos
analitos em frasco contendo 1,5 mL de MeOH sob agitacdo de 30 rpm
por 5 min. Finalmente, o extrato foi analisado através de UHPLC-
MS/MS. As recuperacBes obtidas variaram entre 73-112%, e os LOD
variaram entre concentragdes de 0,01-2,00 pg L™. Os autores também
verificaram neste estudo que o procedimento desenvolvido melhorou a
detectabilidade dos analitos, quando comparado com a injecdo direta da
amostra fortificada.

Além da técnica de HF-LPME, outras técnicas de microextracdo
em fase liquida tém sido utilizadas para andlise de micotoxinas e
agrotéxicos em alimentos, dentre elas a técnica de DLLME, assunto
abordado a seguir.

2.2.4 Microextracéo liquido-liquido dispersiva (DLLME)

A microextraco liquido-liquido dispersiva (DLLME) foi descrita
por Rezaee et al. (2006) e Berijani et al. (2006) como uma nova técnica
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de microextragdo baseada em estudos anteriores de LPME, sendo
considerada a mais recente das variacdes de LPME (BERIJANI et al.,
2006; REZAEE et al., 2006). Essa técnica € muito similar a chamada
extracdo em ponto de nuvem (RIDGWAY; LALLIJIE; SMITH, 2007).

No modo convencional da técnica, uma mistura de solventes
organicos extrator:dispersor é rapidamente injetada em uma amostra
aquosa com auxilio de uma microsseringa, formando assim um sistema
terndrio de uma fase aquosa contendo os analitos, um solvente de
extracdo imiscivel com a agua e um solvente dispersor miscivel em
agua. A turbuléncia produzida por essa injecdo provoca a formagdo
microgotas que ficam dispersas na amostra aquosa. Essas goticulas
emulsionadas possuem uma grande area superficial, e desta forma, o
equilibrio é alcancado rapidamente, ou seja, a extracdo € quase
instantanea, e, além disso, o alto fator de enriquecimento do analito sdo
os principais diferenciais da técnica (BAN et al., 2000). A Figura 5
apresenta um esquema da técnica.

Figura 5. Diagrama simplificado demonstrando a inje¢do da mistura
dos solventes na amostra, a dispersdo do solvente extrator na amostra e a
particdo do analito entre a amostra e 0 solvente extrator.

Injecdo rapida da mistura de
solventes extrator:dispersor

| = | Evaporagiodo o
= s 8 N solvente orgieico An3ize '
. Leve agitag | Cemtrifogaglo
DLLME ;” -M = — - | |
Redizsologio em
H20, WeCN, eOH | i e

/

Amostraaquosa  Solucdoturva  Coleta da fase
extratora

Fonte: Adaptado de Saraji, Ali e Bidgoli (2011) e Martins et al. (2012).

Cromatograma - HPLC

Apos a extracdo propriamente dita, a mistura turva é centrifugada
e as microgotas da fase de extratora sdo sedimentadas no fundo de um
tubo conico (PENA-PEREIRA; LAVILLA; BENDICHO, 2009). A fase
extratora sedimentada entdo pode ser injetada diretamente no
equipamento cromatografico ou eletroforético (REZAEE; YAMINI;
FARAJI, 2010), ou em caso de incompatibilidade com o sistema
instrumental, pode-se evaporar o solvente em atmosfera inerte de N, e
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redissolver em outro solvente mais compativel com o sistema
(ASENSIO-RAMOS et al., 2011; VINAS et al., 2014). Apds a
descricdo referente ao procedimento da técnica de DLLME, a seguir séo
apresentados 0s principios e teoria da mesma.

2.2.4.1 Principios e Fundamentos da técnica de DLLME

Como mencionado anteriormente, a técnica de DLLME, assim
como a tradicional extracdo liquido-liquido, se baseia na particdo dos
analitos entre duas fases liquidas imisciveis, sendo uma delas a fase
aquosa (a amostra) e a outra uma fase organica (solvente organico). A
diferenca entre a maior polaridade da fase aquosa e a menor polaridade
da fase orgéanica determina a distribuicdo do analito entre as fases. De
acordo com Harris (2012 apud MARTINS et al., 2012), a polaridade de
uma molécula refere-se as concentragdes de cargas da nuvem eletrdnica
em volta da molécula. Moléculas polares possuem maior concentracdo
de carga negativa numa parte da nuvem e maior concentracdo positiva
em outro extremo. Nas moléculas apolares, a carga eletrbnica esta
uniformemente distribuida. As diferencas de cargas elétricas entre as
moléculas dos analitos, da fase aquosa (amostra polar) e da fase
organica (apolar), é que determinam o equilibrio resultante, que pode ser
representado pela equagéo 11.

Afase aquosa p Afase organica Equagéo (11)

O coeficiente de particdo de um analito em duas fases imisciveis
pode ser expresso como na equagdo 12, apresentada a seguir:

Corg

org/aq = ¢
aq

K Equacdo (12)

onde: Korgaq Coeficiente de distribuicdo ou particdo do analito,
Corg € concentragédo do analito na fase organica e C,q € concentracéo do
analito na fase aquosa.

De acordo com Rezaee et al. (2006), o equilibrio da técnica de
DLLME é atingido rapidamente e a separacéo das fases entéo ocorre. De
acordo com os autores, a fase orgénica pode conter a maior propor¢do
do analito. Se esta quantidade for préxima a 100% pode ser considerada
uma técnica de extracdo exaustiva e a exatiddo do método, expressa em
termos de recuperagéo, pode ser calculada de acordo com a Equagéo 13:
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G -G

3

R(%) = x 100 Equaco (13)

onde, C; = concentracdo do analito determinada na amostra

fortificada; C, = concentracdo do analito na amostra ndo fortificada; C3
= concentragdo do analito adicionada na amostra fortificada.

Porém, se a transferéncia do analito entre as fases for parcial, a
técnica de extracdo é considerada ndo exaustiva, e a quantificacdo do
analito deve ser realizada em condi¢bes de pré-equilibrio, e a
recuperacdo (R) de acordo com Ho, Pedersen-Bjergaard e Rasmussen
(2002), deve ser calculada conforme a Equacdo 14, a qual é regida
igualmente a técnica de HF-LPME em duas fases:

Korg/aqvorg
R(%) = x 100 Equacéo (14
( ) Korg/aqurg'i'Vaq q (; ( )

onde, Korgaq € 0 coeficiente de particdo do analito entre as fases;
Vog = volume da fase organica; V,; = volume da fase aquosa (ou
doadora).

Conforme abordado na técnica anterior de HF-LPME em duas
fases, a recuperacdo pode ser definida como a quantidade total de
analito, em porcentagem, que é transferida para a fase organica
(receptora). A razédo entre o volume da fase doadora (aquosa) e da fase
receptora (orgéanica) influencia consideravelmente a recuperagdo do
analito e, portanto, a extracdo de analitos com coeficientes de particdo
elevados (compostos hidrofébicos) e o aumento da razdo entre 0s
volumes de fase aquosa e fase orgénica sdo parametros que favorecem a
recuperacdo e a taxa de enriquecimento da técnica (RASMUSSEN;
PEDERSEEN-BJERGAARD, 2004; PEDERSEEN-BJERGAARD;
RASMUSSEN, 2008).

De acordo com Rezaee et al. (2006) e Martins et al. (2012),
outros fatores que afetam a polaridade relativa do sistema, tais como
presenga ou adicdo de sais, alteracbes no pH da fase aquosa,
modificadores quimicos ou misturas de solventes sollveis ou
parcialmente sollveis na fase aquosa interferem na eficiéncia de
extracdo do método, e alguns desses fatores serdo abordados na secéo a
seguir.



57

2.2.4.2 Parametros que afetam e devem ser otimizados na extracéo por
DLLME

2.2.4.2.1 Selecdo do solvente de extragéo

Vérios parametros tém grande influéncia sobre a eficiéncia da
extracdo em DLLME e devem ser considerados na etapa de otimizacdo
do método. A selecdo do solvente de extracdo utilizado € um dos mais
importantes fatores que influenciam a eficiéncia da extracdo. Na técnica
de DLLME convencional, os solventes organicos sdo selecionados de
acordo com as seguintes caracteristicas: densidade mais elevada que a
da agua, capacidade de extrair os analitos, capacidade para formar uma
solucdo turva estavel, baixa solubilidade em agua, e bom
comportamento cromatografico ou eletroforético. Cabe ressaltar, que
sistemas instrumentais de LC requerem solventes organicos
compativeis, contudo se observa que em varios estudos, solventes como
hidrocarbonetos halogenados e ndo halogenados, além de misturas como
cloroférmio:diclorometano, dibromometano:tetracloreto de carbono,
clorobenzeno:cloroférmio sdo utilizados como extratores; e esses Sdo
incompativeis com a cromatografia liquida em fase reversa devido a sua
elevada densidade e natureza hidrofébica. Portanto, é necessario incluir
um passo adicional para evaporacdo desses solventes anterior a andlise
cromatografica (HERRERA-HERRERA et al., 2010; ASENSIO-
RAMOS et al., 2011).

2.2.4.2.2 Volume de solvente extrator e dispersor ou razdo entre 0s
volumes

O volume do solvente de extragdo tem um importante efeito sobre
o fator de concentracdo. Quando o volume do solvente é aumentado, o
volume de fase sedimentada obtida pela centrifugacdo aumenta e ocorre
a diminuicdo do fator de concentragdo, ou seja, enriquecimento dos
analitos. Assim, o volume ideal deve garantir um elevado fator de pré-
concentracdo e um volume suficiente para andlise posterior, ap6s a
centrifugagdo (VINAS et al., 2014). A maioria dos volumes extratores
variam entre 15-300 L, e apenas alguns estudos tém utilizado volumes
maiores ou até 2 mL. Na selecdo do solvente dispersor, a miscibilidade
tanto com o solvente de extragdo quanto com a fase aquosa é um
elemento essencial. Acetonitrila, metanol, acetona, 2-propanol, 1
propanol, tetraidrofurano e etanol séo solventes dispersores comumente
utilizados (HERRERA-HERRERA et al., 2010). O volume do solvente
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dispersor também afeta diretamente a formacgdo da solugdo turva
(dgua/solvente dispersor/solvente extrator), o grau de dispersdo do
solvente extrator na fase aquosa, e, por conseguinte, a eficiéncia da
extracdo. Variagdes no volume do solvente dispersor altera o volume da
fase sedimentada. Assim, é necessario alterar os volumes dos solventes
dispersor e extrator simultaneamente, para obter um volume constante
da fase sedimentada. Os volumes de solvente dispersor geralmente
usados variam entre 0,2 e 3 mL. No entanto, volumes inferiores como
50 uL, também tém sido utilizados. Além disso, o volume da amostra,
ou seja, da fase aquosa, também afeta a eficiéncia da técnica
(BIPARVA; EHSANI; HADJMOHAMMADI, 2012; LEONG; FUH;
HUANG, 2014).

Outros parametros como tempo de extracdo, agitacdo, adicdo de
sais e ajuste de pH, também influenciam na eficiéncia da técnica de
DLLME, porém eles sdo comuns para outras técnicas de microextracdo
e foram abordados separadamente na se¢do anterior.

2.2.4.3 Alternativas que podem auxiliar na eficiéncia da técnica de
DLLME

Solventes de baixa densidade como, por exemplo, alcodis de
cadeia longa como 1-undecanol, 1-octanol, n-hexanol, 1-dodecanol,
entre outros, também tém sido explorados como extratores, porém, neste
caso, uma gota flutuante é coletada apds a centrifugacdo (REZAEE;
YAMINI; FARAJI, 2010; LEONG; FUH; HUANG, 2014). O uso deste
tipo de solvente pode ser benéfico dependendo das caracteristicas do
alimento, sendo que no caso de sedimentacdo facilitada, pode ser uma
vantagem. Este é o caso do estudo de Moinfar e Hosseini (2009), que
determinaram um grupo de dez agrotoxicos organofosforados em
amostras de cha. A extracdo foi realizada por adicdo de 2 mL de uma
mistura de acetonitrila e n-hexano (250:3, v/v) diretamente a 1,0 g de p6
de cha verde. A utilizacdo da mistura de acetonitrila/n-hexano permitiu a
coleta do extrato sem realizar uma filtragdo anterior, pois apds
centrifugacdo as particulas de cha foram sedimentadas. Em seguida, 0,5
mL do sobrenadante, contendo tanto solvente extrator (n-hexano) e
dispersor (acetonitrila) foram rapidamente introduzidos em 5 mL de
agua deionizada e, neste momento, houve a formagéo da solugéo turva
de disperséo. O tubo conico foi entdo invertido e centrifugado e a gota
de n-hexano contendo os analitos foi coletada por microsseringa de 1,00
uL. Posteriormente o extrato foi injetado em sistema de GC-FPD (do
inglés, gas chromatography with flame photometric detector)
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(MOINFAR; HOSSEINI, 2009).

No que diz respeito também a utilizacdo de solventes com
densidade inferior a da &gua, se a solucdo é resfriada e o solvente com
baixo ponto de fusdo sofre solidificagdo, tem-se a técnica denominada
de solidificacdo de gota organica flutuante (SFO do inglés solidification
floating organic droplet), a qual pode ser acoplada a DLLME (LEONG;
FUH; HUANG, 2014); (VINAS et al., 2014). Por exemplo, Asadollahi e
seus colaboradores (2010) aplicaram SFO-DLLME para a extracdo de
vanadio a partir da salsa, um alimento natural o qual é fonte desse metal
(ASADOLLAHI; DADFARNIA; SHABANI, 2010).

Geralmente, os estudos pesquisados descrevem a utilizacdo de
DLLME no modo convencional, ou seja, pela agitagdo manual ou com
agitador automatico, porém outras técnicas tém auxiliado no aumento da
eficiéncia do procedimento, dentre elas estdo & extragdo assistida por
ultrassom (UAE, do inglés ultrasound assisted extraction), extracdo
assistida por micro-ondas (MAE, do inglés microwave assisted
extraction), as quais atuam aumentando o efeito do solvente dispersor e
no caso do uso de micro-ondas auxilia na retirada de interferentes do
extrato. De acordo com Asensio-Ramos et al. (2011), a eliminacdo do
solvente dispersor pode ser benéfica para o método, pois ele, muitas
vezes diminui o coeficiente de particdo dos analitos desfavorecendo a
extracdo. Desta forma, frequentemente, ultrassons sdo utilizados para
auxiliar a extragdo e para formar uma emulsdo de 6leo em é&gua
adequada, onde os analitos se dispersam adequadamente entre a amostra
aquosa e 0 solvente de extracdo. Esta abordagem aumenta a area
interfacial entre a fase aquosa e a fase orgéanica, sem a ajuda de um
solvente de dispersdo. Em relacdo aos trabalhos na literatura aplicada ao
campo de andlise de alimentos, alguns autores consideram a técnica
como um novo método diferente da DLLME, a chamada microextracdo
de emulsificacdo assistida por ultrassom (USAEME) (FONTANA et al.,
2009). No entanto, devido & semelhanga de operacdo, outros autores
denominaram de DLLME assistida por ultrassom (USA-DLLME, do
inglés ultrasound assisted-DLLME). Na analise de alimentos, esta
modificagdo foi realizada utilizando solventes como tetracloroetano para
a extracao de imidacloprida a partir de extratos de tomate (QIAQ et al.,
2010) e clorobenzeno para extrair agrotoxicos organofosforados a partir
de suco de laranja (JIA et al., 2010).

Uma outra alternativa que obedece aos preceitos da quimica
verde é o uso de liquidos idnicos (ILs, do inglés ionic liquids) como
substituinte dos solventes extratores ou dispersores organicos. O uso de
ILs na técnica de DLLME se fundamenta em suas propriedades fisico-
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quimicas Unicas, que dependem da natureza e dimensdo da sua
constituicdo catidnica e aniénica. Essas propriedades incluem a pressao
de vapor muito baixa, boa estabilidade térmica, viscosidade variavel,
miscibilidade com solventes aquosos e organicos, e caracteristicas
ambientalmente amigéveis para extracdo. Logo, esses solventes
possuem menor toxicidade e volatilidade em relacdo aos solventes
halogenados convencionais (LIU; JIANG; JONSSON, 2005). No
entanto, apenas alguns ILs tém sido utilizados com este objetivo, pois
necessitam apresentar baixa solubilidade em agua, entre eles: 1-hexil-3-
metilimidazoil ~ hexafluorofosfato  [HMIM]  [PF6],  1-butil-3-
metilimidazoil hexafluorofosfato [BMIM] [PF6], 1,3-dibutilimidazoil
hexafluorofosfato [BBIM] [PF6], 1-hexilpiridinio hexafluorofosfato
[HPYT] [PF6], 1-hexil-3-metilimidazolio bis (trifluormetilsulfonil) imida
[HMIM] [Tf2N]) (ASENSIO-RAMOS et al.,, 2011; VINAS et al.,
2014). A primeira aplicacdo da técnica de IL-DLLME foi desenvolvida
por Ravelo-Pérez e colaboradores os quais desenvolveram um método
de extracdo por IL-DLLME para andlise de oito agrotdxicos de
diferentes classes em amostras de bananas (RAVELO-PEREZ et al.,
2009b) e uvas e ameixas (RAVELO-PEREZ et al., 2009a). A mesma
técnica também foi desenvolvida e aplicada para andlise de agrotoxicos
(herbicidas-triazinas) em amostras de mel (WANG et al.,, 2010),
feniluréia e triazinas em leite (GAO et al., 2010) e agrotoxicos
organofosforados em pera (HE et al., 2010).

2.2.4.4 Aplicacdes da técnica de DLLME para analise de agrotéxicos e
micotoxinas em alimentos

A aplicacdo da técnica de DLLME como preparo de amostra para
andlise matrizes alimenticias estd bem descrita na literatura. Varios
estudos abordam a analise de agrotoxicos (32 artigos) e alguns estéo
relacionados com extragdo de micotoxinas em alimentos (14 artigos) por
DLLME. Esta revisdo foi concentrada nesses tipos de analitos, pois 0s
mesmos foram utilizados para aplicacdo da técnica desenvolvida no
presente trabalho.

Na Tabela 2 foram resumidas informagdes dos estudos relevantes
guanto a analise de agrotdxicos e micotoxinas em alimentos separados e
quantificados por cromatografia liquida.
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Tabela 2. Resumo dos trabalhos encontrados referentes ao uso da técnica de DLLME para analise de agrotoxicos e

micotoxinas em alimentos detectados por cromatografia liquida (Continua)
. . Pré tratamento Técnica de Método de Método de Solvente Recuperagédo Faixa linear I
Analitos Matriz . = = = - Referéncia
da amostra microextragao separagéao deteccdo  Extrator Dispersor (RSD) (LOD)
Agrotoxicos
. Diluigdo com agua e I LC-C18, gradiente 175 pL 50 pL 10 %Triton 1229 30-800 pg/kg
5 Triazinas Mel fitragéo IL-DLLME agua-acetonitrila DAD [CoMIm][PFé] X-114 60-133 % (04-16,5 %) (WANG et al., 2010)
’ Polpa de .
Dietofencarbo e magie MAE comacetonitia DLLME-SFo  -C-C18 dguametanol 1y, 10U O4mldoextalo gy 4500 8400MOKG 7y oo 9019)
pirimetanil casca (70:30) undecanol  com acetonitrila (1,2-1,6 pg/kg)
- . . — 0. LC-C18, gradiente 50 pL Ultrassom por 5 76-90,4 % 0,05-2 mg/L
7 Fungicidas Vinho tinto Filtracdo UA-IL-LPME 4gua-metanol DAD [CoMIm]][PFé] min (51-99%) (28168 uglL) (WANG et al., 2011)
- —_— . UA-IL-DLLME .
4 Inseticidas Diluigdo com agua e LC-C18 acetonitrila- 60 pL 101-103%  0,5-200 pg/L
piretréides Mel filtragdo (%%mﬁagffhg" agua (70:30) DAD comimiprg) 200 H-metanol - oh 56 o) (021038 pgl) (CHANG etal, 2011)
Aguae Centrifugagéo e . 15 UL
Carbamatos e P . LC-C18, metanol-agua 1mL 80-118 %  0,1-1000 ng/mL
oganofosorados  Spop®  DlUeTomasa - DLE (70:30) FID - tetacoroedn  pootonitila  (1427%) (123-16pgmt) (0 2 2009
. Centrifugagéo, g P 20 pL 170 g
Dietofencarbo e Swode pyocaoeDilico  UASEME ~ LCC18metanokdgua - DAD, - iieioge  Tweengo 017 % 00520000l eeng o4 2019)
pirimetanil frutas . . (75:25) ESI-MS (8 %) (0,01 pglL)
. com agua (1:1) carbono
Aguae A
Clorobenzeno Mistura de SDS e 1199 2-5000 pg/L (VICHAPONG;
Carbamatos suco de UASEME L ecloroformo ~ CTAB 81112%  01.50pgL)  BURAKHAM, 2012)
- Centrifugagéo, .
4 Fungicidas Suco de e . -~ LC-C18, metanol-agua 30uL1- 82,6-97,5 % 5-10000 ng/mL
estrobilurinas frutas F|Itraga9 e D|Iu-|(;ao UASEME-SFO (70:30) uv undecanol Tween 80 (3-62%) 2-4 ng/ml) (LIANG et al., 2013)
com agua (1:1)
MEKC, 10 m mol/L
x Centrifugagao, e HsPOx (pH 2,5) com 60 L 85-113 % 6-500 ng/g
6 Carbamatos Maca Diluigéo com 4gua DLLME 50 mM SDS & 25 % DAD cloroférmio 1 mL acetona (3-83%) (2-3 nglg) (ZHANG et al., 2010)
metanol
Inseticidas . Homogeneizagéo e 100 uL 0,8 mL o 2,7-200 nglg
neonicotindides Pepino Centrifugagao DLLME MEKC DAD cloroférmio acetonitrila (6.3 %) (0,8-1,2 ng/g) (ZHANG et al, 2012b)
6 Inseticidas Suco de Filtracao DLLME LC-C18 acetonitrila- w 300 L 1,25 mL 84-94 % 2-1500 pg/L (Boﬁggg’\lﬁ.ﬁMA
piretréides frutas ¢ 4gua (72:28) cloroférmio metanol (0,7-5,2 %) (2-5ug/L) X

SRIJARANAI, 2012)



12 Carbamatos

19 Agrotoxicos de
classes diferentes

13 Agrotoxicos de
classes diferentes

7 Inseticidas
neonicotindides

39 Agrotoxicos

5 Inseticidas
neonicotindides

N-metil carbamatos

3 Agrotoxicos
organofosforados

6 Agrotoxicos
organofosforados

4 Agrotoxicos

Sucos
(banana,
abacaxi e
tomate)

Pepino
organico e
tomate

Tomate

Gréaos:
arroz
integral,
milho e
aveia

Ginseng

Mel

Tomate,
pepino,
cenoura, e
alface
Frutas e
suco de
frutas

Maca e
pera

Aguae

Concentracao da
amostra no capilar
baseado no método
de varredura

Extragdo por
QuEChERS

Extragéo por
QUECHERS com
acetonitrila e limpeza
por DSPE
Extragéo com
acetonitrila DSPE
com PSA e cartucho
C18 com nanotubos
de carbono e eluigéo
com acetonitrila

Extragéo acetonitrila
aplicando o método
de QUEChERS

SPE com cartuchos
C18 e eluicdo com
1,5 mL acetonitrila

Centrifugacéo e
Filtragdo

Centrifugagéo,
Filtrag&o e Diluicdo
com agua (1:1)
Diluicdo em agua
com base de IL

Extracéo, Filtragéo e

DLLME

DLLME

DLLME

DLLME

DLLME

DLLME

DLLME

DLLME

VA-DLLME

IL-DLLME

MEKC (capilar), 100 m
mol/L tamp&o borato —
50 m mol/L SDS (pH
9,0) com 5 %
acetonitrila

LC

LC-C18, gradiente
tampao pH 3 4c.
férmico/formato de
sodio:acetonitrila

LC-C18, acetonitrila—
0,3 % &c.formico
(20:80)

UHPLC-C18,
gradiente, acetonitrila
0,1 % ac. formico

LC-C18, gradiente
acetonitrila-ac. férmico
20:80 to 45:55

LC-C18, acetonitrila-
4gua (35:65)

LC-C18, 100 %
metanol

LC-C18, metanol—
agua (70:30)

LC-C18, metanol-agua

DAD 800 L.
cloroférmio
MSIMS Tetracloreto
de carbono
DAD 400 L
cloroférmio
2mL
DAD ‘cloroform|o
diclorometano
(1:1)
MS/MS,
SRM nos 100 uL
modos (+;-  cloroférmio
DAD,
APCI(+)IT- 100 uL
MS/MS, cloroférmio
SIm
DAD 8oL
cloroférmio
DAD 250pr .
cloroférmio
50 uL
DAD  1camim][pFe]
uv 50 L

1,5mL
metanol

Extrato do
QuEChERS

1 mL extrato de

acetonitrila

1 mL extrato de
acetonitrila

1 mL extrato com
acetonitrila

1,5mL
acetonitrile
extract

1 mL acetonitrila

1,5 mL metanol

1 mL metanol

0,60 mL metanol

78-105 %
(9%)

86-104 %
(12 %)

86-116 %
(15 %)

76-123%
(12,6 %)

70-120 %

90-104 %

98.2%
(2,975 %)

(2,241 %)

70-109 %
(2,357 %)

91-109 %

10-1000 ug/L
(1-7 ug/L)

(3,4-10,4 ug/kg)

(0,0017-0,045
mglkg)

0,03-3 ug/mL
(0,002-0,005
mglkg)

(0,01-1,0 uglg)

DAD: (0,2-1
nglg).
MS/ MS: (0,02-
0,13 ng/g)

10-300 mg/kg
(0,5-3,0 mg/kg)

10-4000 ng/mL
(2-3 ng/mL)

2100 glkg
(0,061-0,73
Hg/kg)
5-1000 pglL
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(continuagao)

(MORENO-GONZALEZ
etal, 2011)

(DASHTBOZORGI;
RAMEZANI; WAQIF-
HUSAIN, 2013)

(MELO et al,, 2013)

(WANG et al., 2012b),

(CHEN et al, 2013)

(CAMPILLO et al.,
2013b)

(LIN et al., 2011)

(FARAJZADEH et al.,
2011)

(ZHANG et al., 2012a) S

(HE etal,, 2010)



organofosforados

8 Agrotoxicos
multiclasses

Carbamatos

5 Inseticidas
neonicotinéides
Fipronil

5 Carbamatos

5 Lactonas
macrociclicas

7 Inseticidas
neonicotinéides

8 Agrotoxicos
7 Fungicidas
Imidacloprida

Propoxur

frutas
Uvas de

mesa e
ameixas

Magé e
pepino

Tomate e
pepino

Mel

Melancia e
tomate

Leite

Mel

Bananas

Sucos de
frutas

Tomates

Bebidas

Diluigo (1:3) dos
sucos
Homogeneizagéo e
extragdo em UA com
acetonitrila
Tratamento com
NaCl e MgSO4. SPE
com cartuchos C18 e
eluicdo com
acetonitrila
Extragéo com
acetonitrila MgSO4 e
NaCl. Limpeza com
DSPE multicamada
com nanotubos de
carbono e PSA

Diluigao com &gua e
filtragdo

Extragéo

Precipitagdo de
proteinas com TFA

Diluigdo com agua e
filtragéo

Homogeneizagdo e
extracdo UA com
acetonitrila
Diluigdo com agua
(1:1) e filtragao
Centrifugagdo,
Filtrag&o e Diluicdo
com agua (1:1)
Filtrag&o e Diluicdo
com agua 50 vezes

IL-DLLME

DLLME

DLLME

DLLME
(comparado com
QuEChERS)
DLLME

DLLME

DLLME

IL-DLLME
IL-DLLME
UA-DLLME

USAEME

(72:28) [C4BIm][PF6]
LC-C18, gradiente 88 mg
agua- acetonitrila DAD  \comimpprg) /14 HL Metanol
Lc w SSHL 4 L acetonitila
cloroférmio
LC-C18, metanol- DAD 200 L 2,5 mL do extrato
4gua (40:60) cloroférmio limpo
' 100 pL
LC'C18,‘ grac!nente DAD tetracloreto de 2 mL acetonitrila
acetonitrila-agua
carbono
LC DAD
- DAD,
Lo ﬁ;&‘?";g;ma‘ ApCIET- 200 5 il acetonitia
gua (ro: MS/MS SIM
LoCID Josonirla- wsms,  20mL 05mL
(20:80) SRM(+)  diclorometano  acetonitrila
LC-C18, gradiente 88 mg
agua-acetonitrila DAD  comimfpre) /14 ML metanol
LC-C18, gradiente 60 pL
metanol-agua DAD comimpprg) 50 ML metanol
30 uL
LC-'C1 8, mgtanol— w tetracloroetan UItrassom por 10
4gua (35:65) o min.
LC-C18, metanol- DAD 40 uL Ultrassom por
agua (50:50) tetracloreto de 60°C

(1,427 %)

66-105 %
(<91 %)

(1,5-8,8 %)

85-97.5%
(3.6:5.8 %)

71-101 %
(74-11,2%)

76-95 %
(9,6 %)

7431139
%
@74-118
%)

69-97 %
(<8,7 %)
66-93 %
(12 %)
88-110 %
(<3,4-8,9 %)

93-106 %
(1,56,2 %)
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(continuagao)
(0,01-0,05 pglL)
(0,6516,33  (RAVELO-PEREZ et al,
ug/kg) 2009a)

25-100 pg/kg

60pgkg  (ZHOUetal, 2012

5-300 ng/g

051,010/ (WU et al,, 2011)

0,03-0,25 mglkg
(0,03 mg/kg)
10-1000 ng/g
(0,5-1,5 ng/g)

(TOMASINI et al., 2011)

(LIU et al,, 2012)

(CAMPILLO et al.,

(0,1'2,4 ng/g) 20138)

(0,5-1,0 ugkkg)  (JOVANOQV et al.,, 2013)

(0,320-4,66  (RAVELO-PEREZ et al.,
uglkg) 2009b)
0,02-2 mglL
(61102 pgg”_) (WANG et al., 2013)
6-100 pglL
(0045 r#gg/kg) (QIAO et al,, 2010)

0,01-10 pgimL

(1 ng/mL) (WU; XIANG; XIA, 2009)
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(continuagao)
carbono
Micotoxinas
Aflatoxinas B1 Miho, arroz, & Extragdo metanol (co%l-pLa'\:le:Egéo 220 pL 1 mL extrato com  70-110 % 0,1-20 ng/mL
, - - o 1=
B2, G1, e G2 pr°‘::f“:f de agual8:2) com limpeza por L FIO ooformio  metanol (<10%)  (001-0,17 ugikg) (CAMPONE etal, 2011)
9 IAC)
Farinha de  Diluigao com dgua e LC-C18, agua- 0.25mL 08mL 501000 ugll  (KARAMI-OSBOO et a.
Desoxinivalenol : . DLLME acetonitrila-metanol DAD L N 73 % v
trigo limpeza com IAC (88:6:6) cloroférmio acetonitrila (125 pg/kg) 2013)
400 pL
Extragdo com LC-C18, 1 % 4. tetracloreto de 1 mL extrato com
Ocratoxina A Cereais < pH-DLLME acético-acetonitrila FLD carbono ou 81-90 % (0,019 pglkg)  (CAMPONE et al., 2012)
metanol . metano
(60:40) 150 L 1,2-
dibromoetano )
) x — DLLME MEKC, tetraborato de 1mL 75 % (VICTOR-ORTEGA et
Patulina Suco de magé Filtragéo s6dio, pH 9 com HCI DAD cloroférmio 1 mL 2- propanol (9%) (0,6 pglL) al, 2013)
LC-C18 capilar, agua (ARROYO-
. . I (2 % &c. acético, 0,2 660 pL 940 uL g o MANZANARES; GAMIZ-
Ocratoxina A Vinho Filtragao DLLME o SDS)-metanol ~ “F dloroformio  acetonitila 9281 % (6309L) T apacia; cARCIA-
(30:70) CAMPANA, 2012)
Suco de magé . .
Patulina ¢ Sucos Diluigao DLLME ac"ei‘)ﬁimé a(%‘é?;o) DAD clofgfé‘rtmo 1mL acetonitila 9(‘;37‘,/“?’ 8(;‘0 ”/%L (FARHAZE(’)Q 1“;'ALEK"
concentrados : = H9
. - . 4120 pg/ul  (ANTEP; MERDIVAN,
- 0
Zearalenona Cerveja DLLME TLCelLC cloroférmio Acetonitrila 71-108 % (012 pgihL) 2012)
LC-C180,1 % éc. 0 (CAMPONE;
Ocratoxina A Vinho Filtragéo DLLME formico-acetonitrila I\EIISS|/(I\J;I)S clgrggéghio 1 mL acetona 9(75180"2/ )/° (()050%%0””%:?)‘ PICCINELLI;
(55:45) o o Ng RASTRELLI, 2011)
- Diluig&o com &c. . LIF, He-Cd (ARROYO-
Varios o LC-C18,2 % ac. -
. . fosforico i " i _ excitagao 100 mg 89-94 % 0,0175-4 pg/L MANZANARES;
Qcratoxina A a"rv"iﬁﬂg’ss ® (comparagiocom  '-D-LME acﬁ::tgr?éf (“3"6_35)5 dolasera [CoMimjPFe] 00 MLmetanol g sop) (52ngl)  GARCIA-CAMPANA;
QuEChERS) ! 5nm GAMIZ-GRACIA, 2011)
Desonivalonal o e UHPLC, acetonitrila— 7385%  30-1000 ugk
e de-epoxi- ) homogeneizag SI-USAEME L, acek MSIMS o Ha/kg (Ll et al,, 2013)
- de suinos  Limpeza com IAC e 4gua (10:90) (9,2-9,4 %)  (4,2-6,2 pglkg)
deoxinivalenol SPE
Multitoxinas Nozes e Moagem, DLLME UHPLC- C18, MS/MS (ESI 620 L 950 uL 60,7-104,3% 0,57-5000 ug/kg (ARROYO-
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(conclusao)
sementes homogeneizagao, gradiente agua- +)(MRM)  cloroférmio acetonitrila (<11%)  (0,17-45,1ug/kg) MANZANARES et al.,
comestiveis extragdo com metanol (&c férmico 2013)
acetonitrila e 0,3 % e 5m mol/L
QuEChERS formiato de aménio)
Moagem,
Sementes e exftw:narzgg igf#zfaﬁigéo glrJal-tijiF;Ln(t:e 29133 (ARROYO-
Multitoxinas extrato de fosfato pH 7.1 6 DLLME metanol (4c formico MS/MS (ESI 620 uL 950 pL 62,3-98,9%, 1,5-6000 ug/kg MANZANARES;
Silybum L oy o +)(MRM)  cloroférmio acetonitrila (<10%)  (0,45-459 uglkg) GARCIA-CAMPANA,
marianum  2conila com 5% 0.3 % 05 m mol. GAMIZ-GRACIA, 2013)
4c. formico e formiato de aménio) '
QUEChERS
Extragéo
e ST, e Z"oenﬁaﬂi'égﬁﬁuﬁ:g pumg  LCCi8acetonita g, 120 L soow - 96-110% 3331563291/?5 (AFZALI et a, 2012)
,G1,e G2 comestiveis . I metanol-agua (2:3:6) cloroférmio acetonitrila (2,9-7,8%)
em 4gua e filtragao. ng/mL)
Limpeza em IAC
Homogeneizagao,
Aflatoxinas B1 e extragdo com LC-C18 gradiente o
B2 e Ocratoxina Arroz acetonitrila-agua- DLLME acetonitrila-metanol-  FLD clgr%?éf;io ! m;cz‘ém?m 82(;97‘ ;11/3/“ (&?g%“pg;‘k%) (LAl et al,, 2014a)
A etanol (79:20:1)em ac. fosforico 1% ' ' '
ultrassom

[BBIM][PF6], 1,3-dibutilimidazolio hexafluorofosfato; [BMIM][PF6], 1-butil-3-metilimidazolio hexafluorofosfato; [HMIM][PF6] — 1-hexil-3-
metilimidazolio hexafluorofosfato; [HMIM][Tf2N] - 1-hexil-3-metilimidazolio bis(trifluormetilsulfonil)imida;  [HPy][PF6] — 1-hexilpiridinio
hexafluorofosfato; APCI — lonizagdo Quimica a Pressdo Atmosférica; LC-C18 — Cromatografia Liquida de Fase Reversa; CTAB, Brometo de N-cetil-N-
N-N-trimetil amdnio; DAD - Detecgéo por Arranjo de Diodos; DLLME - Microextragdo Liquido-Liquido Dispersiva; DSPE — Extragdo Dispersiva em
Fase Solida; El - Impacto de Elétrons; ESI — lonizagao por Eletrospray; FLD- Detecgédo por Fluorescéncia; IAC — Coluna de Imunoafinidade; IL- Liquidos
16nicos; IT — Armadilha de ions; LC-MS/MS - Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massas Sequencial; LIF — Fluorescécia Induzida por
Laser; LOD - Limite de deteccdo; LPME — Microextragao em fase liquida; MAE — Extragdo Assitida por Microondas; MeCN — Acetonitrila; MEKC —
Cromatografia Eletrocinética; PSA — Amina primaria/ secundaria; QUEChERS — Extracdo Réapida, Facil, Barata, Efetiva, Robusta e Segura; R(%) -
Ensaios de recuperacéo; RSD(%) - Desvio Padrdo Relativo; SDS — Dodecil Sulfato de Sodio; SFO — Gota Organica Flutuante Solidificada; SI — Injecéo
lenta; SIM — Monitoramento por Selecdo de fon; SPE - Extracdo em Fase Solida; TC — Temperatura Controlada; TLC — Cromatografia em Camada
Delgada; UA-DLLME — Microextracao Liquid-Liquido Dispersiva Assistida por Ultrassom; UHPLC — Cromatografia Liquida de Ultra Alta performance;
USAEME — Microextragdo por Emulsificacéo Assistida por Ultrassom; UV — Detecgdo por Ultravioleta; VA- Extragéo assitida por Vortex.
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Com base na Tabela 2, observa-se que as principais classes de
agrotoxicos determinadas pela técnica de DLLME e quantificados por
cromatografia liquida, sdo: carbamatos, organofosforados, piretrdides,
neonicotindides, estrobilurinas, fungicidas, lactonas macrociclicas,
triazinas, além de trabalhos que estudaram multiclasses. Entre as classes
de micotoxinas determinadas destacam-se: ocratoxina A, patuling,
aflatoxinas, zearalenona, desoxinivalenol além de métodos multitoxinas.

Vifias et al. (2014) efetuaram um levantamento bibliografico no
qual foram compilados 75 estudos referentes a pesquisa de compostos
organicos por DLLME-cromatografia liquida. Destes, 32 referem-se a
andlise de agrotdxicos e 9 de micotoxinas. Além disso, 56 artigos sdo
referentes a estudos com cromatografia gasosa sendo 22 com aplicagdo
para agrotoxicos. De acordo com 0s mesmos autores, as principais
amostras analisadas sdo sucos de frutas, frutas e legumes, cerveja,
vinho, mel, ovo, leite e derivados, azeites, cereais e graos, tecidos
animais, alimentos infantis, entre outros.

Com relagdo aos tratamentos prévios a aplicacdo da técnica de
DLLME, observou-se que sao escassos 0s estudos 0s quais nao realizam
nenhum tratamento anterior a microextracdo para analise em alimentos.
As combinaces com DLLME séo essencialmente obrigatérias, uma vez
gue a técnica ndo € seletiva ou apresenta baixa seletividade para os
analitos estudados. Na Tabela 3 podem ser observadas as principais
configuracdes e combinacdes utilizadas para a técnica de DLLME.

Tabela 3. Principais configuracdes e combinacdes de técnicas de extracdo e
preparo de amostra com DLLME encontradas na literatura

Configurages Combinagoes
DLLME convencional SPE-DLLME(a)
SFO-DLLME IAC-SPE-DLLME(b)
IL-DLLME DSPE-DLLME (c)
USA-DLLME QUEChERS-DLLME (d)

Fonte: (a) Zhou et al., 2012; (b) Li et al., 2013; (c) Wu et al., 2011; (d) Arroyo-
Manzanares et al., 2013.

Para alimentos sélidos, observou-se que outras etapas anteriores a
aplicacdio da DLLME sdo requeridas. Entre elas destacaram-se,
homogeneizacdo, extragdo liquido-liquido, limpeza com cartuchos de
SPE. Ja para amostras liquidas etapas como filtracdo, diluicdo e
desgaseificacdo sdo comumente utilizadas anteriores ao procedimento
de DLLME.

Também se verificou que diferentes técnicas de preparo de
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amostra sdo utilizadas sequencialmente a DLLME, entre elas
QUEChERS, (ARROYO-MANZANARES; GARCIA-CAMPARNA;
GAMIZ-GRACIA, 2013) SPE e IAC (LI et al., 2013), UAE (QIAO et
al., 2010); ZHANG et al., 2011), SFO (ZHOU et al., 2011) LIANG et
al., 2013) e VA (ZHANG et al., 2012a).

E importante ressaltar que neste trabalho, pela primeira vez, foi
utilizada a associacao da técnica de DLLME com a metodologia de HF-
LPME. Com o objetivo de finalizar essa revisao, na proxima se¢ao serdo
apresentadas algumas caracteristicas dos analitos os quais foram alvos
de estudos para o desenvolvimento da técnica de microextragéo.

2.3 ANALITOS ESTUDADOS
2.3.1 Aflatoxinas (AFLs)

As AFLs constituem um grupo de metabodlitos secundarios
toxicos produzidos principalmente pelas espécies de fungos Aspergillus
flavus e Aspergillus parasiticus e Aspergillus nominus. Os fungos
produtores de AFLs podem crescer em determinados alimentos, sob
circunstancias favoraveis de temperatura e umidade, e gerar AFLs antes
e/ou durante a colheita e durante o armazenamento (GIRAY et al.,
2007). Os principais alimentos susceptiveis a contaminacdo por AFLs
sdo: amendoim, milho, frutas secas, figos, cereais, soja, pain¢o, nozes,
avelds, sorgo, trigo, entre outros (KOS; KRSKA, 2006; SCUSSEL,
2002; SILVA, 2005).

AFLs tém se mostrado altamente téxicas, demonstrando ter
efeitos carcinogénicos, teratogénicos e mutagénicos. A intoxicagao por
essa toxina é denominada de aflatoxicose. A AFB1 é o composto com
maior potencial toxigénico (hepatocarcinogénico) conhecido em
mamiferos, por isso a International Agency for Research on Cancer
(IARC) classificou essa toxina como carcinégeno humano do Grupo I.
Portanto, mesmo a exposi¢do cronica na dieta a pequenas quantidades
desse composto deve ser considerada prejudicial a salde humana
(CALONI et al., 2006; GIRAY et al., 2007).

Neste grupo de micotoxinas, cerca de 20 metabolitos derivados ja
foram relatados, porém as principais toxinas identificadas sdo aflatoxina
B1 (AFB1), aflatoxina B2 (AFB2), aflatoxina G1 (AFGL1) e aflatoxina
G2 (AFG2). As iniciadas B e G se devem ao fato destes compostos
apresentarem fluorescéncia azulada e esverdeada, respectivamente,
quando observados sob luz ultravioleta (IARC, 2002).

Dentre as 4 principais AFLs, a AFB1é a mais importante, devido
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a sua elevada hepatotoxicidade e maiores concentragcdes nos substratos.
A forma ativada da AFB1 é o composto identificado como 8,9-ep6xido
de AFB1, originado através da epoxidacdo da dupla ligacdo do éter
vinilico, presente na estrutura bifurandide da molécula de AFB1, sendo
esta reacdo mediada pelo sistema do citocromo P450, no figado. Este
composto é altamente eletrofilico e capaz de reagir rapidamente, através
de ligagdes covalentes, com sitios nucleofilicos de macromoléculas,
como &cido desoxirribonucléico (DNA), &cido ribonucléico (RNA) e
proteinas. A ligacdo da AFB1l-epdxido com o DNA modifica a sua
estrutura e, consequentemente, sua atividade biolGgica, originando
assim os mecanismos basicos dos efeitos mutagénicos e carcinogénicos
da AFB1(HAYASHI, 2007).

Os efeitos metabdlicos de 8,9-epoxido de AFBL1 incluem:
inibicdo da sintese proteica, DNA e RNA, reducdo de atividade
enzimatica, depressdo do metabolismo de glicose, inibicdo de sintese de
lipideos, fosfolipidios, acidos graxos livres, entre outros. J& 0 aumento
do risco de desenvolvimento de hepatocarcinoma é devido as mutagdes
no gene de supressdo tumoral P53 e pela ativagdo de oncogenes
dominantes (GIRAY et al., 2007).

Algumas caracteristicas fisico-quimicas, espectrais e estruturais podem
ser observadas na Tabela 4.

Tabela 4. Caracteristicas fisico-quimicas e espectrais das 4 aflatoxinas
estudadas

Aflatoxina B1 B2 G1 G2
o - I.A'\Yg _ A\'/q
Estfut_ura I A M 1]
quimica = 1 A M
Massa
Molar 312 314 318 320
(g mol™)
Absorcéo no 13400 9200 10000 11200
uv 21800 14700 16100 19300
Emissdo Max.
de 425 nm 425 nm 450 nm 450 nm
Fluorescéncia
Log P 1,58 1,57 1,37 1,36
LogD 1,65 1,63 1,39 1,37

Fonte: PUBCHEM (2015); CHEMICALIZE e CHEMSPIDER (2015).
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Quimicamente as AFLs sdo derivados de difuranocumarinicos, ou
seja, as estruturas quimicas sdo caracterizadas por ligacBes de
diidrofurano ou tetraidrofurano a uma estrutura cumarinica
(KAWASHIMA, 2004). As aflatoxinas sdo substancias cristalinas,
muito sollveis em solventes moderadamente polares, tais como
cloroférmio, metanol, acetona e dimetil sulfoxido e ligeiramente sol(vel
em &gua (10-30 mg/L), éter de petréleo e hexano (FAMIC, 2014).

Quanto a estabilidade das aflatoxinas observa-se que suas
moléculas sdo instaveis a pH extremos de (< 3,> 10). Desta forma, como
¢ facilmente degradavel em condicfes alcalinas, bem como em
condi¢des fortemente 4cidas, a analise das aflatoxinas deve ser realizada
em pH entre 4 e 6 (FAMIC, 2014).

Outra caracteristica importante das aflatoxinas é a capacidade de
sofrer hidroxilagdo quando em condi¢des 4cidas, sendo que em presenca
de 4cidos fortes as aflatoxinas B1 e G1 sdo convertidas em aflatoxinas B
2a e G 2a pela adicéo catalitica de um grupo hidroxil, através da ligacdo
dupla do anel furano (Figura 6). Essa reacdo altera as propriedades
cromatograficas dos analitos quanto suas caracteristicas de
fluorescéncia. O processo de adicdo de um 4cido forte, como por
exemplo, o acido trifluoroacético tem sido utilizado como mecanismo
de derivatizacdo das aflatoxinas, com aumento da detectabilidade por
fluorescéncia (TAKAHASHI, 1977; TARTER; HANCHAY; SCOTT,
1984; TRUCKSESS et al., 2006).

Figura 6. Reacdo de derivatizacdo das Aflatoxinas B1 e G1 com &cido
trifluoroacético
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Fonte: Jascoinc.com (2015).
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Além disso, o anel lactona presente na estrutura das AFLs torna-
as susceptiveis a hidrolise alcalina, porém se o tratamento alcalino é
leve, a acidificagdo pode reverter a reacdo e as estruturas originais das
aflatoxinas podem ser obtidas. Outra propriedade que esses compostos
possuem é a sensibilidade a exposicdo a luz ultravioleta ou visivel, e
pela reagdo com agentes oxidantes, 0s quais provocam a perda das
propriedades fluorescentes e decomposicdo dessas substancias (IARC,
2002).

Devido a periculosidade dessa classe de micotoxinas, 0s 6rgaos
reguladores tém se preocupado em atualizar constantemente a legislagéo
gue regulamenta os limites maximos de residuos permitidos de AFLs
em alimentos. Cabe ressaltar, que ndo existem LMR para AFLs em suco
de soja, porém foram pesquisados alguns limites para fins comparativos.

No Brasil, os limites maximos de residuos tolerados para
micotoxinas em alimentos foram preconizados pela RDC N° 7 de
Fevereiro de 2011. Nesta resolugdo o artigo 3° regulamenta que o0s
LMR devem ser aplicados também as leguminosas e seus derivados.
Porém, ndo h& especificacdo para soja e/ou seus derivados, exceto para
férmulas infantis para lactentes e formulas infantis de seguimento para
lactentes e criancas de primeira infancia (BRASIL, 2011), a qual pode
ser interpretada para alimentos desses segmentos que contenham soja na
formulagdo. Alguns paises estabelecem um LMR para AFLs em farelo
de soja, Argentina e o Uruguai estabelecem o limite de 30 pg kg™ para
AFB1 em farinha de soja, enquanto para a Republica Dominicana a
tolerancia é zero para AFB1 em qualquer produto a base de soja (FAO,
1997). A China determina um limite < 30 pg kg™ para AFB1 em farelo
de soja.

E importante destacar, que essa classe de micotoxinas é capaz de
contaminar um grande nimero de alimentos, desde as matérias-primas,
produtos e subprodutos. Dentre eles destacam-se 0s cereais, gréos e
sementes como arroz, milho, soja, trigo, aveia, centeio, sorgo, feijdo,
amendoim, Oleos, especiarias, leites e derivados, entre outros. A soja
(Glycine max L.) é uma leguminosa a qual possui em sua composi¢do
proteina de alta qualidade sendo comparada como a melhor fonte de
proteina de origem vegetal (LIU, 1997; HASSAN, 2003; WANG, YU,
CHOU, 2004). Neste contexto, sendo o Brasil um grande produtor e
exportador de soja e seus derivados, é imprescindivel o controle de
qualidade na produgéo dessa leguminosa e seus derivados (SEIBEL et
al., 2003; CARRAO-PANIZZI; MANDARINO, 1998).

Dentre os produtos derivados da soja disponiveis para consumo
humano no Brasil estdo o leite de soja e suas variantes flavorizadas
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como sucos e vitaminas. Por ser fonte barata de proteina de alta
qualidade, &cidos graxos insaturados, lecitina e isoflavonas de bom valor
nutritivo e de facil obtencdo, o extrato hidrossollvel de soja apresenta-se
como uma importante alternativa para a nutricdo humana em geral,
particularmente, nos lugares onde o leite bovino é caro ou indisponivel.
Além disso, tem sido utilizado por pessoas alérgicas ou intolerantes a
lactose efou a proteina presentes no leite bovino (CABRAL et al., 1997;
MURARO; GIAMPIETRO; GALLLI, 2002; ROSENTHAL et al., 2003).

2.3.2 Agrotdxicos

O Brasil é grande produtor e consumidor de frutas e hortalicas e o
desenvolvimento dessas culturas tornou-se necessario para a garantia de
abastecimento do mercado. Desta forma, o uso de agrotdxicos tem sido
empregado para combate pragas e prevencdo de perdas da producéo
agricola (FELEMA; RAIHER; FERREIRA, 2013). Apesar da
importancia econdmica que o uso de agrotoxicos desempenha na
economia brasileira e mundial, e sendo o Brasil um dos maiores
produtores e consumidores de agrotéxicos do mundo, deve-se ressaltar
gue tais substancias possuem potencial toxico para 0 homem e meio
ambiente, sendo que seus residuos podem ser encontrados amplamente
distribuidos em alimentos, 4gua e meio ambiente. Portanto, a avaliacdo
de agrotdxicos em alimentos torna-se uma pratica que deve ser regular e
criteriosa no controle de tais substancias (CALDAS; SOUZA, 2000;
PRESIBELLA, 2004).

Os agrotoxicos sdo definidos como os produtos e os agentes de
processos fisicos, quimicos ou bioldgicos, destinados ao uso nos setores
de producdo, no armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas,
nas pastagens, na protecdo de florestas, nativas ou implantadas, e de
outros ecossistemas e também de ambientes urbanos, hidricos e
industriais, cuja finalidade seja alterar a composi¢do da flora ou da
fauna, a fim de preserva-las da acdo danosa de seres vivos considerados
nocivos (BRASIL, 2002; REBELO; CALDAS, 2014).

Os agrotoxicos sdo classificados principalmente pelas
caracteristicas quimicas dos compostos. Dessa forma, as principais
classes de agrotoxicos existentes sdo: organoclorados, organofosforados,
carbamatos, ditiocarbamatos, piretréides, triazois, entre outros. Porém,
nessa revisdo serdo abordados, rapidamente, os compostos utilizados
para a presente pesquisa.
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2.3.2.1 Organofosforados

Os agrotoxicos organofosforados (OF) sdo compostos
amplamente utilizados como inseticidas e estdo entre os mais tdxicos
atualmente em uso na agricultura. Os organofosforados apresentam
principalmente dtomos de C e P em sua estrutura e normalmente sdo
ésteres derivados do &cido fosforico, ditiofosférico e tiofosforico
(ECOBICHON, 2001).

Os agrotéxicos dessa classe sdo lipossolUveis e decompfem-se
dentro de dias ou semanas e decorrente a esta caracteristica a
intoxicacdo aguda é mais frequentemente relatada. Os organofosforados
possuem como mecanismo de agdo tdxica, a inibicdo da acdo da enzima
acetilcolinesterase ~ (AChE), responsavel pela hidrolise do
neurotransmissor acetilcolina. O acUmulo deste neurotransmissor nas
terminagfes nervosas leva a uma continua estimulacdo dos receptores
muscarinicos, atingindo o sistema nervoso autbnomo parassimpatico,
seguida da estimulagdo dos receptores nicotinicos, atingindo o sistema
simpético e sistema nervoso central (IPCS/INCHEM, 1986;
ECOBICHON, 2001). Devido ao mecanismo de acdo, sdo observadas
disfungBes neurocomportamentais, cognitivas e neuromusculares na
intoxicacdo por agrotoxicos organofosforados. Cabe ressaltar, que a
inibicdo da atividade da acetilcolinesterase, por esses compostos, &
quase irreversivel (ECOBICHON, 2001).

O Clorpirifés (O, O-dietil-O- 3,5,6, fosforotioato -tricloro-2-
piridil), um dos analitos estudados no presente trabalho, € um inseticida,
acaricida, e nematicida organofosforado clorado com largo espectro.
Esse agrotoxico é utilizado principalmente em culturas de arroz, trigo,
algoddo, frutas, legumes e ervas. Devido a sua alta volatilizacéo e uso
generalizado, clorpirifos representa uma das mais importantes fontes de
exposi¢cdo humana e ambiental durante a aplicagdo. Além disso, a sua
elevada toxicidade para os seres humanos pode resultar em doencas
graves, como cancer de prostata e problemas respiratorios
(IPCS/INCHEM, 1999; 1983).

O clorpirifés possui baixissima solubilidade em agua, porém é
muito solivel em solventes como acetona, benzeno, tetracloreto de
carbono e cloroférmio; e moderadamente soltivel em etanol, metanol e
tolueno (PUBCHEM, 2015).

A parationa metilica (O,0-dimetil O-4-nitrofenil fosforotioato),
outro composto utilizado para o desenvolvimento da presente pesquisa,
também é um inseticida e acaricida, pertencente a classe dos agrotoxicos
organofosforados, o qual apresenta diversos riscos para salide humana e
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contaminacdo ambiental. Decorrente destes riscos, a FAO preconiza que
a rotulagem de produtos a base de parationa metilica devam conter
indicagbes de risco como: extremamente tdxico, perigoso para 0
ambiente, inflamavel, tdxico em contato com a pele, muito tdxico se
inalado ou ingerido, perigo de dano grave a salde pela exposicdo
prolongada, muito toxico aos organismos aquaticos, e toxico para
abelhas (UNEP/FAO, 2005). Um aspecto importante da parationa
metilica é que durante sua biotransformacdo é formado o metabdlito
paraoxona, que aumenta e prolonga os efeitos tdxicos desse principio
ativo (ANVISA, 2002). O uso da parationa metilica é indicado para
aplicacdo foliar nas culturas de algoddo, alho, arroz, batata, cebola,
feijdo, milho, soja e trigo.

O limite maximo de residuo (LMR) tolerado para clorpirifés em
culturas de uvas é de 0,01 mg kg?, ja para parationa metilica ndo
existem LMR para cultura de uvas ou vinhos conforme a legislacdo
norte americana (US.EPA, 2011). J& a legislacdo da Unido Européia
define o LMR para clorpirifés para uvas de mesa e vinhos em 0,5 mg
kg™ e para parationa metilica em uvas de mesa e uvas para vinho o LMR
é de 0,01 mg kg™ (EC, 2008; 2012). No Brasil ndo existem LMR
tolerados para clorpirifés e parationa metilica em cultura de uvas e
derivados.

2.3.2.2 Triazois

Os triazbis sdo inibidores da desmetilacdo, etapa na sintese do
ergosterol, o anel triazol presente nas moléculas desta classe de
agrotéxico é responsavel por seu mecanismo de acdo fungicida. A
atividade fungicida é desempenhada pela inibigdo direta da enzima
lanosterol 14-alfa-desmetilase (CYP51), responsavel por uma das etapas
de biossintese do ergosterol — derivado do colesterol — e cuja auséncia
prejudica a fluidez e integridade das células dos fungos (ZARN et al.,
2003). Em seres humanos a enzima esterol 14-alfa-desmetilase €
expressa em diferentes tecidos e, por isso, ha a probabilidade que o
mesmo mecanismo de agdo fungicida seja também responsavel por
efeitos tdxicos observados em mamiferos. Entre os efeitos adversos
observados nos estudos com animais de laboratorio estdo: efeitos
reprodutivos, no desenvolvimento embrionério, hepatotoxicidade,
hepatocarcinogenicidade, e producdo de tumores na tireoide e testiculos
por via ndo-genotoxica (EFSA, 2009).

O  difenoconazol (cis-trans-3-cloro-4-[4-metil-2-(1H-1,2,4-
triazol-lilmetil)-1,3-dioxolan-2-il] ~ fenil 4-clorofenil éter) é um
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fungicida da classe triazol, sendo recomendado para controle de doencas
em culturas de alface, banana, morango, uva, soja, algodao, milho entre
outros (KONWICK et al., 2006). Como ressaltado anteriormente, o
composto provoca o rompimento da parede celular, controlando dessa
forma, o crescimento de diferentes classes de fungos.

Para o difenoconazol, o LMR tolerado em culturas de uvas,
conforme a legislacdo norte americana, é de 4 mg kg™ (US.EPA, 1999),
e de acordo com a legislacdo da Unido Européia esse limite € de 3 mg
kg® (EC, 2015). No Brasil, a Anvisa determina o LMR para
difenoconazol em culturas de uva 0,2 mg kg™ (ANVISA, 2008).

Na Tabela 5 sdo apresentadas algumas caracteristicas fisico-
guimicas dos agrotoxicos, parationa metilica, clorpirifés e
difenoconazol.

Tabela 5. Caracteristicas fisico-quimicas dos agrotoxicos estudados

. Parationa . .
Agrotdxicos Metilica Clorpirifés Difenoconazol
CH,
(|3 \ e, ne
//) o j‘\ P :TCH
Estrutura e
quimica ' I o
s
/N;.\ﬂ =
Microespécies
Solubilidade em -
agua a 25°C 25 1,40 15
(mg/L)
Log P 2,60 4,78 4,86
Log D 2,50 4,69 5,00
Ko/a 398 60256 72443

Log P = ¢ referente apenas a espécie neutra (hidrofobicidade) Log D = ¢é a
distribuigdo das microespécies em qualquer pH (diferentes pHs)
Fonte: IPCS/INCHEM (1992); CHEMICALIZE (2015) e CHEMSPIDER (2015).
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Apds a apresentacdo dessa revisdo de literatura, a qual abordou 0s
principais assuntos pertinentes a este trabalho, a seguir sdo apresentados
0s objetivos da presente pesquisa.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Propor a combinacdo simultinea da microextracdo em fase
liquida com fibra oca (HF-LPME) e a microextragdo liquido-liquido
dispersiva (DLLME), denominada HF-DLLME, como alternativa de
preparo de amostra miniaturizado para a determinacdo de micotoxinas e
agrotéxicos em sucos empregando a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v’ Otimizar as condig¢des de extracdo para técnica de HF-
DLLME na analise de aflatoxinas (AFB1, AFG1, AFB2 e
AFG2) em amostras de sucos de soja por cromatografia
liquida de alta eficiéncia com detector de fluorescéncia;

v’ Otimizar as condigdes de extracdo para técnica de HF-
DLLME para a analise dos agrotoxicos (parationa metilica,
difenoconazol e clorpirifés) em amostras de suco de uva
por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector
por arranjo de diodos;

v Determinar as figuras de mérito ou parametros analiticos
para 0s métodos propostos;

v' Comparar as eficiéncias de extracdo dos métodos
propostos com outros métodos de preparo de amostras;

v" Aplicar técnica proposta em analise de amostras reais.
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4 DESENVOLVIMENTO DE UM NOVO PROCEDIMENTO
ANALITICO COMBINANDO MICROEXTRACAO LIQUIDA
SUPORTADA EM FIBRA OCA E MICROEXTRACAO
LIQUIDO-LIQUIDO DISPERSIVA PARA DETERMINACAO DE
AFLATOXINAS EM SUCO DE SOJA POR CROMATOGRAFIA
LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA ACOPLADA AO DETECTOR
DE FLUORESCENCIA

Este trabalho teve como objetivo desenvolver, pela primeira vez,
uma metodologia de preparo de amostra usando o acoplamento
simultdneo de duas técnicas de microextracdo (HF-LPME e DLLME)
para extracdo de AFLs em amostras de suco de soja utilizando, o
minimo possivel de solventes organicos e ndo empregando solventes
clorados para extracdo. Desta forma, foram otimizadas as etapas de
preenchimentos dos poros da membrana oca com solvente, sistema de
solventes  extrator/dispersor,  proporcdo entre 0s  solventes
extrator/dispersor, volume adicionado do sistema extrator/dispersor,
tempo de extragdo, efeito da forca idnica, tempo e solventes para
dessorcao dos analitos. Apds a otimizacgdo da técnica alguns parametros
analiticos foram determinados, como faixa linear de trabalho, LOD,
LOQ, exatiddo (recuperacdo) e precisdo intermediéaria (interdia e
intadia).

4.1 MATERIAL E METODOS
4.1.1 Quimicos e reagentes

Padrdes: Solucdo padrdo estoque de AFLs contendo 1 mg L™
(AFB1 e AFG1) e 0,3 mg L' (AFB2 e AFG2) em metanol foram
obtidas da Sigma-Aldrich (Milwaukee, WI, USA). As solugdes de
trabalho 25 e 100 pg L™ foram obtidas pela diluicdo das solucdes
estogue em metanol. Todas as solugdes permaneceram armazenadas a -8
°C no escuro.

Solventes: Metanol e acetonitrila, ambos grau HPLC (JT Baker,
Center Valley, PA U.S.A), foram utilizados como fase mdvel e como
solventes dispersores para otimiza¢do do método. Acetona grau HPLC e
n-octanol utilizados como dispersor e para 0 recobrimento da
membrana, respectivamente, foram adquiridos da Sigma-Aldrich
(Milwaukee, WI, USA). Tolueno, n-hexano, e cloroférmio, utilizados
como solventes extratores foram adquiridos da Tedia (Fairfield, OH,
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USA). Cloreto de Sédio P.A. Vetec (Duque de Caxias, RJ, Brasil),
anidrido  trifluoroacético (TFAA) foi utilizado como agente
derivatizante, tendo sido adquirido da Sigma-Aldrich (Milwaukee, WI,
USA). Agua ultra-pura foi obtida a partir da purificacdo em sistema
(Mega Purity, Billerica, USA).

4.1.2 Outros materiais

Frascos de 4 e 2 mL da SUPELCO (Supelco, Bellefonte, PA,
USA). Inserts de polietileno com capacidade de 150 pL da SUPELCO
(Supelco, Bellefonte, PA, USA). Microsseringas de 100 e 250 pL
modelos 1701N e 1701RN da marca Hamilton (Reno, Nevada, USA).
Membranas de polipropileno (PP) Accurel Q3/2 (600 um d.i., 200 um
espessura da parede e 0,2 um de tamanho de poro) adquirida da
Membrana (Wuppertal, Alemanha). Também foram utilizados alguns
equipamentos como: banho termostatizado (Microquimica, Palhoca,
Santa Catarina, Brasil), agitadores magnéticos modelo MQAMA 301
(Microquimica, Palhoca, Santa Catarina, Brasil) e banho de ultrassom
ULTRAsonik 28x (DentsPly Ceramco, York, PA, USA)

4.1.3 Instrumentacao

Para otimizacdo dos parametros da metodologia proposta foi
utilizado um HPLC Prominence Shimadzu LC-20AT acoplado ao
detector de fluorescéncia RF-20A Shimadzu (Kyoto, Japdo) e injetor
manual Rheodyne 7725i (Rohnert Park, CA, USA) com loop ou alca de
amostragem fixa de 20 pL. As condicBes de trabalho no LC foram:
Coluna de guarda SecurityGuard™ ULTRA Cyg (ODS) (2 mm x 4,6 mm
d.i., 2 um) e coluna de separacdo Phenomenex Kinetex Cig (4,6 mm d.i
X 25 ¢cm x 5 pm d.p.) (Torrance, CA, USA) em fase reversa. As
condicdes cromatogréficas utilizadas foram: fase movel isocratica com
vazdo de 0,8 mL min™ composta de 4gua:metanol:acetonitrila (55:30:15,
vIvIV), o tempo total de aquisicdo de dados foi de 15 min. O detector de
fluorescéncia foi ajustado em comprimento de onda de excitacdo de 360
nm e comprimento de onda de emissdo de 440 nm. Os dados
cromatograficos foram analisados pelo software LC Solution
(Shimadzu, Kyoto, Japan).

4.1.4 Procedimentos

Como afirmado anteriormente, as aflatoxinas sdo substancias
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toxicas com efeitos carcinogénicos, mutagénicos, teratogénicos. Desta
forma, todos os procedimentos de manuseio dessas substancias devem
ser realizados com extremo cuidado utilizando os devidos equipamentos
de protecdo individual e coletiva. Além disso, 0 material para andlise
deve ser preparado para que ndo ocorram perdas dos analitos pela
aderéncia dos mesmos nas vidrarias. Assim, o0s materiais foram
previamente tratados com solugéo de &cido sulfrico 2 mol L. Com o
intuito de evitar residuos de acido nos materiais esses devem ser bem
enxaguados. As aflatoxinas também possuem instabilidade frente a
radiagdo UV, logo todas as solugdes padrdes foram estocadas em frascos
ambar e as analises foram realizadas evitando a incidéncia de luz direta.

4.1.4.1 Preparo das amostras de suco de soja e procedimento de HF-
DLLME para determinacao de AFLs

Embalagens de 200 mL de suco de soja sabor maca foram
adquiridas nos supermercados da cidade de Floriandpolis - Santa
Catarina, Brasil. Estas amostras foram estocadas em refrigerador a 4 °C
até o momento de analise. Anteriormente as analises, as embalagens
foram agitadas manualmente por cerca de 10 s para homogeneizagao da
amostra.

Um diagrama esquematico do procedimento realizado para
extracdo de AFLS em suco de soja € ilustrado pela Figura 1,
apresentada a seguir.

Figura 7. Diagrama esquematico do procedimento de extracdo de
aflatoxinas em suco de soja

Imersao da HF em octanol

HF (2 cm)

—_———— =

HF-DLLME

-

Derivatizagéo e
dessorcao dos analitos

Inje¢@o no sistema HPLC-FLD

Amostras fortificadas

Injecao do sistema de solventes
extrator:dispersor

Fonte: Dados primérios (2014).

O procedimento de HF-DLLME para extragdo de AFLs em suco
de soja pode ser resumido em 7 etapas: (1) corte (2cm) e preparo das
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membranas cilindricas e ocas de polipropileno (previamente limpas em
acetona grau HPLC e secas) as quais foram fixadas em hastes de aco
inoxidavel (8 cm de comprimento e 0,5 mm d.i.); (2) aliquotas de 4 mL
de suco de soja contendo 2% de NaCl foram fortificadas para realizacéo
dos experimentos (16 ug L™ de AFB1 e AFG1 e 5 pg L™ de AFB2 e
AFG2); (3) foram adicionados 100 pL da mistura extrator:dispersor
(tolueno:acetona), na propor¢do de 1:5, v/v (DLLME) nas aliquotas
fortificadas. (4) Para o procedimento de MMLLE, as membranas fixadas
nas hastes foram mergulhadas por 10 s em octanol para o recobrimento e
preenchimento dos poros e o excesso de solvente foi retirado com ajuda
de papel absorvente; (5) as membranas fixadas e recobertas foram
imersas nas aliquotas das amostras e o procedimento de extracdo
propriamente dito foi realizado sob agitagdo magnética constante pelo
periodo de 60 min. (6) apos a extracdo as membranas foram transferidas
para frasco de 2 mL contendo insert de 150 uL para o procedimento de
derivatizagdo com TFAA:hexano (1:4 viv) a 65°C por 20 min; (7)
finalmente, os analitos derivatizados foram dessorvidos da membrana
utilizando 150 pL de acetonitrila:dgua (50:50 v/v) para injecdo no
sistema HPLC-FLD .

4.1.4.2 Otimizag0es

A fim de determinar a melhor condicdo para extracdo de AFLs
em suco de soja através do método desenvolvido de HF-DLLME, foram
realizadas otimizac¢des univariadas e multivariadas.

Inicialmente as otimiza¢Bes univariadas foram realizadas para
determinar as melhores condi¢cBes de cada técnica utilizadas neste
trabalho. Logo foram otimizados:

1) Solvente de extragdo imobilizado nos poros da
membrana: Para determinar o solvente que mostrou a
melhor eficiéncia de extracdo das AFLs estudadas,
diferentes solventes foram imobilizados na parede porosa
das fibras ocas de polipropileno. Os solventes testados
foram octanol, hexano, tolueno e dodecanol. Uma
membrana sem solvente imobilizado também foi utilizada
para fins de comparacdo. Para este estudo, as amostras
aquosas contendo 16 pg L™ de AFB1 e AFGl e 5 pg L™
de AFB2 e AFG2 foram submetidas aos procedimentos de
microextracdo. Uma haste contendo um pedago de 2 cm de
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fibra oca de polipropileno, previamente limpa com acetona
grau HPLC e imobilizadas com o solvente a ser estudado,
foi imersa na amostra aquosa durante 30 min. Depois disso
foi efetuada a derivatizacdo dos analitos de acordo com o
procedimento descrito anteriormente.

Solventes extrator e dispersor para DLLME: A segunda
otimizacdo univariada realizada foi a determinagcdo da
melhor mistura de solventes de extracdo e dispersdo
adicionados & amostra antes de colocar a membrana de
polipropileno com o solvente imobilizado (octanol). Para
este estudo foram testadas diferentes combinagdes de
acordo com a mistura de solventes mais comuns utilizados
para procedimentos DLLME para extracdo destes analitos.
Amostras aquosas foram fortificadas com 16 ug L™ para
AFB1 e AFG1 e 5 pg L™ para AFB2 e AFG2. Um volume
de 150 pL de diferentes misturas de solventes pesquisados
foi rapidamente adicionado, com a ajuda de uma
microsseringa, a amostra aquosa enriquecida. A membrana
microporosa contendo octanol imobilizado foi introduzida
no sistema para a execugdo da microextracdo. A amostra
foi mantida sob agitacdo magnética por um tempo de 30
minutos. Os solventes extratores avaliados foram: hexano,
tolueno e cloroférmio, e os solventes dispersores foram;
metanol, acetonitrila e acetona.

Razdo entre os solventes extrator:dispersor: Apds a
otimizacdo da combinacdo de solventes, outra otimizacéo
univariada foi realizada para determinar a razdo ideal entre
esses solventes. As amostras de sucos de magad foram
fortificadas com 16 pg L™ de AFB1 e AFGl e 5 ug L™ de
AFB2 e AFG2. Um volume de 150 pL de tolueno:acetona
com proporgdes (razdes) 1:0, 1.5, 2:5 de solventes
extrator:dispersor foi rapidamente adicionado a amostra
com a ajuda de uma microsseringa. Assim, a membrana
microporosa recoberta com octanol foi adicionada ao
sistema para executar as microextragdes. As amostras
foram mantidas sob agitacdo magnética por 30 minutos
para a realizagdo deste passo da otimizagao.

Sistema de solventes para dessor¢do e tempo de
dessorc¢do dos analitos da membrana: Para a realizacdo
destes procedimentos, as amostras aquosas de suco de soja
foram fortificadas com 16 pg L™ de AFB1 e AFG1l e 5 pg
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L™ de AFB2 e AFG2, com a ajuda de uma microsseringa
foi adicionada rapidamente 150 pL da mistura de
tolueno:acetona (1:5, v/v) e entdo a membrana
microporosa suportada em uma haste de aco inoxidavel
contendo octanol imobilizado foi adicionada ao sistema de
microextracdo. As amostras foram mantidas sob agitacédo
magnética durante 30 minutos. Os solventes para
dessorcdo estudados foram: metanol, agua e acetonitrila e
uma superficie de resposta triangular foi construida a partir
dos dados obtidos quando utilizadas diferentes quantidades
de cada solvente para dessor¢do. A etapa de dessor¢do foi
realizada em um banho de ultrassom, e os tempos de
dessor¢do avaliados foram 5, 10, 15 e 20 minutos.
Conseguintemente, um grafico de barras foi construido
para representar os resultados obtidos para este
procedimento.

Outra etapa realizada se refere a otimiza¢do multivariada, a qual
foi realizada por meio de um planejamento do tipo composto central
com o ponto central realizado em ftriplicata. As variaveis estudadas
foram: tempo de extragdo (25-85 min.), adigdo de sal (NaCl; 0-10%) e
volume total de solvente (15-150 pL) adicionado na amostra aquosa de
suco de soja para DLLME. Essas variaveis foram selecionadas a partir
de um estudo prévio, no qual foi realizado um diagrama de Pareto para
determinacdo das varidveis significativas. Neste estudo prévio foi
verificado que a variavel tempo (min.) e a interacdo entre as variaveis
concentracdo de NaCl (%) e volume total do sistema de solventes
extrator:dispersor (uL) eram significativas para este estudo. Desta
forma, este novo planejamento do tipo composto central foi realizado
com estas trés variaveis. Todas as superficies de resposta foram
construidas utilizando o software Statistica 8.0 (Statsoft, USA).

A Tabela 6, apresentada a seguir descreve 0s experimentos e
varidveis estudadas.

Tabela 6. Variaveis, niveis, matriz para o planejamento composto
central com ponto central em triplicata na extracdo de AFLs em suco de
soja por HF-DLLME e deteccdo por HPLC-FLD

Variaveis Niveis
-168 -1 0 +1 +168
1 Tempo de extracgéo (min) 24 36 54 72 85
2 NaCl (%) 0 15 5 85 10

3 Volume total de DLLME (pL) 15 40 80 120 150
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Experimento Tempo % NaCl V (uL)
1 36 15 40
2 36 8,5 120
3 72 15 120
4 72 8,5 40
5 54 5 80
6 36 15 120
7 36 8,5 40
8 72 15 40
9 72 8,5 120
10 54 5 80
11 24 5 80
12 85 5 80
13 54 0 80
14 54 10 80
15 54 5 15
16 54 5 150
17 54 5 80

Fonte: Dados primarios (2014).
4.1.4.3 Procedimento otimizado de extracéo para analise de AFLs

A extracdo das AFLs foi realizada a partir de uma aliquota de 4
mL de suco de soja com 2% de NaCl contendo aproximadamente 16 ug
L™ de AFB1 e AFG1 e 5 pg L* de AFB2 e AFG2. Entdo, para 0
procedimento de DLLME foram adicionados 100 uL da mistura
extrator:dispersor (tolueno:acetona), na propor¢do de 1:5, v/v. Para o
procedimento de MMLLE, as membranas de polipropileno (PP) foram
cortadas em pedagos de 2 cm e previamente limpas em acetona grau
HPLC, em banho de ultrassom, por 10 minutos. As membranas entdo
foram fixadas em hastes de aco inoxidavel (8 cm de comprimento e 0,5
mm d.i.), e mergulhadas por 10 s em octanol. Ap6s a retirada do excesso
do octanol a haste contendo a membrana de PP foi imersa na amostra. A
extracdo foi realizada em sistema fechado, sob agitacdo magnética
constante, por um periodo de 60 minutos. Apds a extracdo, a membrana
suportada na haste foi transferida para um frasco de 2 mL contendo
insert de 150 pL.
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4.1.4.4 Procedimento otimizado de derivatizacdo, dessorcéo e injecio
dos analitos

Ao insert contendo a membrana foram adicionados 150 uL de
uma mistura de TFAA e hexano (1:4). A soluc¢éo foi derivatizada por 20
minutos a temperatura de 65 °C. Apo6s isto, o extrato foi seco
vagarosamente em atmosfera de N,. Consecutivamente, a dessor¢do dos
analitos foi realizada em 150 uL de uma mistura de acetonitrila:dgua
(50:50) durante 20 minutos e entdo 20 uL do extrato foi injetado no
HPLC-FD. Para identificacdo dos analitos foram injetadas solucdes
padrbes de AFLs individuais e misturas, derivatizadas com TFAA para
comparar 0s tempos de retencdo obtidos. Além disso, os espectros UV
da AFLS foram observados nos comprimentos de onda de absorcao
maxima e a deteccdo foi realizada em comprimentos de onda de
excitacdo e emissao seletivos para analise dos mesmos.

4.1.4.5 Curva analitica e figuras de mérito ou parametros analiticos

Por meio da técnica de HF-DLLME a curva de calibracdo
analitica foi construida usando suco de soja sabor maca, fortificado com
5 diferentes concentracdes de AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2. A faixa de
fortificacdo foi de 0,03-6 ug L™ para AFB2 e AFG2, e 0,1-21 pg L™
para AFB1 e AFG1. Através da curva foi estudada a linearidade do
método e determinada a faixa linear de trabalho. Os parametros
analiticos de mérito estudados para validacdo do método foram: limites
de deteccdo (LOD) e quantificacdo (LOQ), preciséo e exatiddo.

Os LOD e LOQ foram calculados pela extrapolacdo da
concentracdo relativa a razdo sinal/ruido (S/N) de 3 e 10,
respectivamente. A exatiddo do método foi verificada através de ensaios
de recuperagdo (%) em trés niveis (concentracfes) diferentes da curva
analitica e todos os experimentos foram realizados em triplicata. O
primeiro nivel de fortificacdo foi de 0,9 pg L™ para AFG1; 1,0 ug L™
para AFB1; 0,3 ug L™ para AFG2 e 0,3 pg L™ para AFB2. O segundo
nivel de fortificacdo foi de 4,4 ug L™ para AFG1; 4,7 ug L™ para AFB1;
1,3 ug L™ para AFG2 e 1,3 pg L™ para AFB2. O terceiro nivel de
fortificacdo foi de 10 pg L™ para AFG1; 10,7 pg L™ para AFB1; 3,0 ug
L™ para AFG2 e 3,0 pg L™ para AFB2. Os ensaios de precisdo intradia
(repetibilidade) foram realizados em triplicata na menor concentracéo da
curva analitica. A precisdo intermediéria (interdia) foi verificada em
duas amostras diferentes em diferentes dias também em triplicata.
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4.1.4.6 Anélise estatistica

Os dados obtidos foram plotados e analisados utilizando
ferramentas estatisticas disponiveis nos software Statistica 8 e OriginPro
8.

4.1.5 Comparacao da eficiéncia das técnicas estudadas

Apos otimizagdo da metodologia foi estudada a eficiéncia do
método desenvolvido. Essa etapa foi realizada comparando-se o
procedimento da técnica proposta com outras técnicas que recentemente
foram publicadas na literatura cientifica internacional. As metodologias
comparadas foram: HF-LPME, DLLME e a técnica desenvolvida de
HF-DLLME. Todos os procedimentos foram realizados utilizando
amostra de suco de soja de macd contendo 2% de NaCl. As
concentracGes de aflatoxinas para a fortificacdo das amostras foram de
AFGI (10 ng L"), AFB1 (11 pug L™), AFG2 (3 ug L™) and AFB2 (3 pg
L),

As condicbes de extracdo utilizadas para essas comparacfes
foram:

1) HF-LPME (octanol utilizado como solvente extrator
imobilizado nos poros da parede da membrana oca): 2 cm membrana de
polipropileno foi fixada em uma haste de aco inoxidavel (8 cm de
comprimento e 0,5 mm de i.d.) e imersa por 10 s em octanol, em
seguida 0 excesso de solvente foi removido com auxilio de papel
absorvente. A haste com a membrana foi entdo imersa completamente
no frasco contendo a amostra de suco fortificada, por um periodo de 60
minutos. Em seguida, foi realizada a derivatizagdo utilizando 150 uL de
TFAA:hexano (1:4) a 65 °C durante 20 min; o solvente entdo foi
evaporado em atmosfera inerte de N, e reconstituida em
acetonitrila:agua (50:50 v/v) com auxilio de banho ultrassonico. Por fim,
uma aliquota de 20 pL foi injetada no sistema de HPLC-FD.

2) DLLME: A técnica proposta de HF-DLLME foi comparada
com uma técnica ja publicada de DLLME (AFZALI et al., 2012). Para a
realizacdo do procedimento de DLLME foram utilizadas as condicdes
otimas encontradas pelos autores, apenas pequenas modificacdes foram
realizadas com o objetivo de permitir uma melhor compara¢do com o
método proposto por AFZALI et al. (2012). A amostra ndo passou por
nenhum outro procedimento de preparo de amostra anterior a aplicagdo
da técnica de microextracdo, para que dessa forma, o método a ser
comparado se tornasse o mais semelhante a técnica desenvolvida.
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Portanto, foram utilizados 5 mL de suco de soja em pH 7,4 contendo
500 pL de acetonitrila (solvente dispersor) e 0,5 mL de solugdo de
NaNO; (10%). A amostra foi fortificada com AFG1 (10 pg L™), AFB1
(11 pg L™, AFG2 3 pug L™ e AFB2 (3 pg L™). Entdo, foram
adicionados rapidamente 120 uL de cloroformio (solvente extrator) a
amostra. A solucéo foi entdo centrifugada a 4000 rpm por 3 minutos. A
fase sedimentada foi coletada com auxilio de uma microsseringa e
transferida para frasco para evaporacdo do cloroférmio. O extrato seco
foi derivatizado conforme descrito na se¢do 4.1.4.4. O extrato
derivatizado foi entdo diluido com 150 pL de uma mistura de
acetonitrila:agua (50:50) e finalmente 20 pL do extrato foi injetado no
sistema de HPLC-FLD.

3) HF-DLLME: A eficiéncia da extracdo do método proposto foi
verificado através da realizacdo dos procedimentos descritos nas sec¢des
4143e4.14.4.

4.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.2.1 Otimizacgao do solvente de recobrimento para os poros da
parede da membrana

Anteriormente a otimizacdo do solvente de recobrimento da
membrana foi realizado um estudo inicial, onde foram combinadas as
técnicas de DLLME e HF-LPME. Neste estudo, foi adicionada uma
mistura contendo alguns microlitros de solventes de extracdo e
dispersores para as amostras. Os resultados mostraram uma melhora
significativa nas respostas cromatograficas quando comparado com a
técnica de HF-LPME tradicional com a membrana porosa. Esta mistura
de solvente foi estudada ap6s otimizacdo do solvente utilizado para o
recobrimento da parede porosa da fibra oca.

Cabe ressaltar que os solventes testados foram selecionados
devido as suas caracteristicas fisico-quimicas, potencial extrativo para
AFLs, além de estarem disponiveis no laboratorio.

A Figura 8 mostra a eficiéncia da extracdo dos diferentes
solventes de recobrimento avaliados, sendo que todas as analises foram
realizadas em triplicata e as areas dos picos cromatograficos
normalizadas foram utilizadas para fins comparativos.
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Figura 8. Otimizacdo do solvente de recobrimento utilizado para
imobilizacdo dos poros da fibra oca da técnica de HF-DLLME. Condices

de extracdo: amostra aquosa contendo 16 ug L™ para AFB1 (m) e AFG1(m)

e 5 ug L para AFB2(m) and AFG2(=), tempo de extracdo 30 min.
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Fonte: Dados primérios (2014).

De acordo com a Figura 8, o octanol mostrou a melhor eficiéncia
de extracdo para as 4 aflatoxinas estudadas, sendo que o tolueno
apresentou apenas eficiéncia superior para extracdo da toxina AFGL.
Conforme Campone et al. (2011), o octanol tem-se mostrado um
solvente de extragdo quase ideal, devido as suas caracteristicas, tais
como: sua baixa solubilidade em agua, baixa pressdo de vapor, cadeia
longa de hidrocarboneto a qual pode facilmente acomodar moléculas de
analitos de baixa polaridade, e a presenca de um grupo hidroxila o qual
pode ser importante para a estabilizacdo de quaisquer grupos funcionais
polares na molécula (CAMPONE et al., 2011). Portanto, o octanol foi
escolhido como solvente para recobrimento/imobilizacdo dos poros da
parede da fibra oca.

4.2.2 Otimizagdo da mistura de solvente extrator e dispersor
adicionado as amostras aquosas

Nessa etapa de otimizacdo, 9 pares misturas de solventes
extrator:dispersor foram testadas. As misturas também foram
selecionadas conforme o potencial de extracdo para AFLs e
disponibilidade laboratorial. Cabe ressaltar, que embora o objetivo desse
trabalho fosse a ndo utilizacdo de solventes clorados, misturas com
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cloroférmio foram testadas, pois em todos os trabalhos revisados para
extracdo de AFLs esse solvente foi testado apresentando, na maioria das
vezes, 0 melhor desempenho.

A Figura 9 mostram os resultados obtidos para os sistemas de
solventes estudados, exceto 0s pares que utilizavam hexano como
extrator e metanol como dispersor, pois esses pares mostraram eficiéncia
muito inferior se comparado aos pares apresentados na figura a seguir.

Figura 9. Otimizacdo do sistema de solventes extrator/dispersor. Condi¢des
de extragdo: amostra aquosa contendo 16 pg L™ para AFB1 (=) e AFG1(m)
e 5 ug L™ para AFB2(m) e AFG2(m), tempo de extragdo 30 min., volume
total de 150 pL de mistura extrator/dispersor, octanol imobilizado nos poros
da parede da fibra oca de polipropileno

Sistema de solventes extrator/dispersor
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Fonte: Dados primarios (2014).

De acordo com a Figura 9, a melhor mistura de solventes
extrator/dispersor para extracdo de aflatoxinas em amostras aquosas,
adicionados anteriormente a introdugdo de membranas porosas foi
composta de cloroférmio e acetona. No entanto, como o objetivo do
presente trabalho era a ndo utilizacdo de solvente clorado, foi preferida a
utilizacdo da mistura de tolueno e acetona. Além disso, os resultados da
mistura composta de tolueno e acetona mostraram estimativas de
desvios padrdo relativos mais baixos do que os observados para a
mistura de cloroférmio e acetona.

E importante ressaltar, que todas as metodologias ja encontradas
para extracdo de AFLs utilizam solventes clorados, 0s quais sdo mais
toxicos para laboratoristas e para 0 meio ambiente. Além disso, o
tratamento dos residuos desses solventes sdo geralmente mais dificeis e
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caros (CAMPONE et al., 2011; AFZALI et al., 2012; LAl et al., 2014a).
4.2.3 Otimizagao da razdo entre os solventes extrator e dispersor

Outro ponto importante a ser considerado nos procedimentos de
DLLME ¢ a razéo entre os solventes extrator:dispersor. Assim, apés a
otimizagdo da combinagéo de solventes, outra otimizacdo univariada foi
realizada para determinar a razdo ideal entre esses solventes.

A Figura 10 mostra o grafico de barras com as areas
normalizadas de cada pico cromatografico das respectivas AFLs, para
diferentes proporcdes do sistema de solventes tolueno:acetona.

Figura 10. Otimizacdo da proporcdo entre solvente extrator:dispersor.
Condigdes de extragio: amostra aquosa contendo 16 ug L™ para AFB1 (m) e
AFG1(m) e 5 ug L™ para AFB2(m) e AFG2(=), tempo de extracdo 30 min.,
volume total de 150 pL de mistura tolueno/acetona, octanol imobilizado nos
poros da parede da fibra oca de polipropileno
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Fonte: Dados primarios (2014).

Areas normalizadas dos picos (%)

Como mostrado na Figura 10, a adicdo de solventes dispersores
aumenta substancialmente a eficiéncia da extracdo de todos os analitos.
Esta adigdo permite a formacao de uma grande &rea de superficie entre a
amostra aquosa e 0 sistema de extracdo constituido por solvente de
extrator/dispersor. Este fato pode ser explicado comparando o0s
resultados obtidos com e sem o0 uso de um dispersor de solvente.

Ainda baseado nos dados apresentados na Figura 4, observa-se
que entre as proporcdes 1:5 e 2:5 ndo houve diferenca significativa nos
resultados obtidos para todos os compostos avaliados, considerando os
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desvios encontrados. Assim, a propor¢do de 1:5 foi escolhida como a
condicdo otimizada desta etapa, uma vez que, desta forma, se utilizam
menores quantidades de tolueno, o qual também é um solvente toxico.

4.2.4 Otimizacéo do tempo e sistema de solventes para dessorcéo
dos analitos

Para completar as otimiza¢Bes univariadas foram determinadas as
condicdes ideais para dessor¢do dos analitos do sistema de extracdo.
Portanto, foram otimizadas as condi¢cdes de tempo de dessorcdo e
sistema de solventes para a dessor¢do no processo HF-DLLME.

Os solventes para dessorcdo estudados foram: metanol, agua e
acetonitrila, e uma superficie de resposta triangular foi construida a
partir dos dados obtidos quando utilizadas diferentes quantidades de
cada solvente para dessor¢do (Figura 11A).

A etapa de dessorcdo foi realizada em banho de ultrassom e 0s
tempos de dessor¢do avaliados foram 5, 10, 15 e 20 minutos. Apés isto,
um grafico de barras foi construido para representar os resultados
obtidos para este procedimento. Esses dados podem ser vistos na Figura
11B.

Figura 11. Otimizacdo do sistema de solventes e tempo para dessorc¢ao das
Aflatoxinas em suco de soja. Superficie triangular (A) obtido para o sistema
de solventes de dessorcéo e grafico de barras(B) para tempo de dessorcao.
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CondigBes de extragdo: amostra de suco contendo 16 ug L™ para AFB1 (m) e AFG1(m) e 5 pg L™ para
AFB2(m) e AFG2(w), tempo de extracdo 30 min., volume total de 150 pL de mistura tolueno/acetona,
octanol imobilizado nos poros da parede da fibra oca de polipropileno

Fonte: Dados primérios (2014).

De acordo com de superficie triangular mostrada na Figura 11A,
pode-se perceber gue tanto um sistema ternario
agua:acetonitrila:zmetanol, (20:60:20 ou 33:33:33) como binario
agua:acetonitrila  (50:50) podem ser utilizados sem diferenca
significativa para a dessorcdo dos analitos. Assim, optou-se pela
utilizacdo da mistura binaria de solventes composta por acetonitrila e
agua na razdo 50:50 (v/v) pela facilidade de preparo.

Quanto ao tempo de dessorcdo (Fig. 11B) a melhor resposta foi
obtida com 20 minutos e esta foi selecionada como condicdo 6tima.

4.2.5 Otimizacao multivariada

Na Ultima etapa de otimizacdo realizada neste estudo, a condicao
de extracdo ideal no que diz respeito ao tempo de extracdo, adicao de sal
e 0 volume total de solventes adicionados na amostra de suco de soja foi
determinada. Para isso, foi desenvolvido um planejamento multivariado
do tipo composto central, com ponto central em triplicata. A Tabela 7
apresenta a média geométrica obtida para as AFLs em cada condigéo do
delineamento experimental, essa resposta foi utilizada para a construcao
das superficies.
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Tabela 7. Planejamento composto central e respostas obtidas para o
procedimento de HF-DLLME para determinacdo de AFLs em sucos de soja

Resposta

Experimento Tempo % NaCl V(ul) —4eei™3FR{ AFG2 AFB2 Compromisso

1 36 1,5 40 9587 91917 17043 124266 36961

2 36 8,5 120 129108 993475 80375 448396 260749
3 72 1,5 120 228130 2040850 114771 657764 432986
4 72 8,5 40 1410 11651 6184 3077 4205

5 54 5 80 249999 2739807 117041 699600 486644
6 36 1,5 120 101111 1036130 51439 286251 198181
7 36 8,5 40 97945 1262572 51328 319052 212136
8 72 1,5 40 60452 547148 111302 668793 222755
9 72 8,5 120 52491 478122 36644 216082 118730
10 54 5 80 249885 2689796 107609 629753 461976
1 24 5 80 38725 318199 47070 270874 111957
12 85 5 80 92554 906180 73059 439303 227778
13 54 0 80 214179 2070076 148880 926014 497227
14 54 10 80 67241 523161 46725 254522 143016
15 54 5 15 93533 1038761 37522 193996 163076
16 54 5 150 72795 520415 120372 667881 234919
17 54 5 80 250113 2789817 126473 769447 510472

Fonte: Dados primarios (2014)

A Tabela 8 e a Figura 12 apresentadas a seguir, mostram a
andlise de variancia (ANOVA) e as superficies de resposta construidas a
partir dos resultados dos experimentos.

Tabela 8. Resultados obtidos por meio da analise de variancia simples
(ANOVA - one way) das variaveis significativas para o procedimento de
HF-DLLME na determinacdo de AFLs em suco de soja

ANOVA,; Var.:Resposta; R-sqr=,93327; Adj:,84748 (compromisso portugués.sta)

3 factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Residual=409750E4

DV: média geométrica

Fatores SS df MS F p
(1) Tempo de extragao (min.) 1,50E+11 1 1,50E+11 36,69 0,0010
(2) Adigao de sal (% miv) 531E+10 1 531E+10 12,963 0,0090
(3) Volume sistema extrator:dispersor (uL) 1,30E+11 1 1,30E+11 31,739 0,0010
1by2 742E+10 1 7,42E+10 18,113 0,0040
1by3 1,65E+09 1 1,65E+09 0,403 0,5460
2by3 542E+09 1 542E+09 1,324 10,2880
Error 2,87E+10 7 4,10E+09

Total S 4,30E+11 16

Fonte: Dados primérios (2014).

A partir da andlise de variancia foi possivel verificar que as
variaveis tempo de extracdo (1), adicdo de sal (2) e volume total do
sistema de solventes extrator:dispersor (3) foram estatisticamente
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significativos (p < 0,05), ou seja, exercem efeito significativo sobre a
extracdo das aflatoxinas em suco de soja quando utilizada a técnica de
preparo de amostra HF-DLLME. Além disso, a interacdo entre as
variaveis (1) e (2) também foi significativa.

Também através da analise de variancia foi possivel observar que
os valores de F foram estatisticamente significativo para estas variaveis,
0 que permite concluir que existe uma maior dispersao de valores entre
os fatores estudados em relacao resultados dentro da mesma variavel.

Figura 12. Superficies de resposta obtidas para a condicdo compromisso
das AFLs a partir do planejamento composto central para otimizacdo das
variaveis, tempo de extracdo, adicdo de NaCl, e volume do sistema de
solvente extrator/dispersor. (6A) Variaveis tempo versus adicdo de NaCl;
(6B) Variaveis tempo versus volume de solvente extrator/dispersor; (6C)
Variaveis volume de solvente extrator/dispersor versus adi¢do de NacCl;

A B

ALY
o

*CondigBes de extracio: amostra aquosa contendo 16 ug L™ para AFB1 e AFG1 e 5 pg L™
para AFB2 e AFG2, sistema de solventes utilizados tolueno/acetona (1:5), octanol imobilizado
nos poros da parede da fibra oca de polipropileno

Fonte: Dados primérios (2014).
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De acordo com os resultados obtidos e a partir da construcao das
superficies de resposta foi possivel estabelecer as condi¢Bes otimizadas
para a extracdo das aflatoxinas AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2 utilizando
a técnica de HF-DLLME. O coeficiente de correlacdo entre as variaveis
estudadas pelo planejamento de composto central foi de 0,93327 para
condi¢do compromisso para as aflatoxinas.

Com relacdo ao tempo de extracdo foi observado que 60 minutos
foram suficientes para alcancar grande eficiéncia de extragdo. Quanto a
adicdo de sal (NaCl) observou-se que existe um pequeno efeito negativo
na adicdo desse na extracdo das toxinas AFB2 e AFG2, enquanto que
um pequeno efeito positivo para extracdo de AFB1 e AFG1. Desta
forma, definiu-se que a quantidade de 2% de NaCl adicionado na
amostra de suco de soja, acarreta boas respostas na condicdo
compromisso para 0s quatro analitos. Portanto, esta entéo foi a condicéo
de extracdo ideal para essa varidvel. Outra varidvel estudada foi o
volume total de sistema de solventes extrator/dispersor adicionado na
amostra aquosa, cuja melhor eficiéncia de extragdo foi obtida em uma
faixa de volume que variou entre 60-120 pL, uma vez que para AFBI
essa faixa ficou mais abaixo, optou-se pela utilizagdo de 100 uL da
mistura de tolueno:acetona como sistema extrator:dispersor.

De acordo com Campone et al. (2011), a adicdo de sal ndo é uma
variavel significativa em se tratando da técnica de microextracdo de
DLLME para AFLs, enquanto que o volume de solvente extrator é
significante sendo que quanto maior volume de solvente extrator maior
a eficiéncia de extracdo. Para os autores supracitados, o aumento da
proporcdo de solvente dispersor influencia negativamente a extragéo
dessas micotoxinas.

Com o objetivo de verificar se a técnica de HF-DLLME era
exaustiva ou ndo exaustiva para a extracdo das 4 AFLs em sucos de soja
foram realizados experimentos, os quais foram baseados em 4 extracOes
sequenciais de uma mesma amostra de suco de soja fortificada com
AFLs. O procedimento foi realizado nas condi¢@es 6timas obtidas no
presente estudo. A Figura 13 apresenta os dados obtidos para esses
experimentos.
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Figura 13. Teste de exaustividade da técnica de HF-DLLME para
determinacdo de AFLs em suco de soja.
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CondigBes de extragdo: amostra de suco contendo 16 ug L™ para AFB1 (m) e AFG1(m) e 5 pg L™ para
AFB2(m) e AFG2(w), tempo de extracdo 60 min., volume total de 100 pL de mistura tolueno/acetona,
octanol imobilizado nos poros da parede da fibra oca de polipropileno

Fonte: Dados primérios (2014).

Conforme os dados obtidos, observou-se que mesmo ap06s a
quarta extracdo realizada na mesma amostra de suco de soja,
concentrac@es dos analitos ainda estavam presentes e variavam entre 10-
30% do total extraido no primeiro procedimento. Desta forma, também
foi possivel concluir que a técnica desenvolvida ndo € exaustiva, uma
vez que, as condigcdes Otimas de extracdo foram determinadas em
condicdes de equilibrio. Portanto, verificou-se que a técnica de HF-
DLLME possui caracteristicas predominantes que se assemelham a
técnica de HF-LPME em duas fases.

4.2.6 Comparacao entre a eficiéncia de extragdo da técnica de HF-
DLLME com outras técnicas

Apos todos os passos de otimizagdo, as técnicas de preparo de
amostra de HF-LPME, DLLME e HF-DLLME foram comparados para
verificar a eficiéncia da extracdo de cada método para a extracdo das 4
aflatoxinas objeto de estudo em suco de soja. Os resultados obtidos para
cada procedimento de microextracdo sdo apresentados pelo gréfico de
barras contido na Figura 14. Neste grafico, foram apresentadas as
respostas obtidas pelas médias aritméticas normalizadas dos picos
cromatogréaficos dos quatro analitos, para cada extragao.
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Figura 14. Eficiéncia de extragdo de AFLs em suco de soja para cada

técnica de microextragcdo comparada neste trabalho
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Fonte: Dados primarios (2014).

Como pode ser observada a partir da Figura 14, a nova proposta
de microextracdo por HF-DLLME apresentou melhor eficiéncia em
comparagdo com a técnica de HF-LPME para todos os compostos
estudados. Ao comparar 0 método de DLLME a técnica proposta, pode-
se perceber que a técnica de DLLME apresenta melhor eficiéncia de
extracdo para a toxina AFG2. Enquanto que a nova abordagem de HF-
DLLME apresenta semelhante eficiéncia para extracdo de AFGL e
AFB2, no entanto o0 método de DLLME mostrou desvios padrdo relativo
maiores. E importante enfatizar que a técnica proposta apresentou
melhor eficiéncia de extracdo para AFB1, micotoxina essa que possui
maior potencial toxico, logo maior risco para salde humana (AFZALI et
al., 2012).

Estes resultados obtidos a partir da técnica de HF-DLLME foram
muito interessantes, principalmente se comparado as quantidades de
solventes organicos utilizados nesta proposta. Enquanto que para
DLLME foram usados 620 pL de mistura contendo de
cloroférmio:metanol, para o processo HF-DLLME foram utilizados
apenas 100 pL de tolueno:acetona como sistema de solventes
extrator:dispersor. Além disso, € muito importante ressaltar que, para o
processo HF-DLLME a utilizagdo de solventes clorados, tais como o
cloroférmio, ndo foi necessaria, obtendo-se, mesmo assim, eficiéncias
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semelhantes. Além disso, como consequéncia do ndo uso de solventes
clorados, o processo HF-DLLME néo requer centrifugacgdo para a coleta
do solvente de extracdo, evitando assim um passo critico.

Portanto, todas as caracteristicas mencionadas anteriormente
tornam este novo procedimento de HF-DLLME muito atraente, pois
permitiu bom desempenho nas extragdes associado ao baixo consumo de
solventes organicos toxicos, principalmente referindo-se as crescentes
preocupacdes ambientais e a seguranca do trabalho em quimica
analitica.

Uma segunda etapa de comparacdo foi realizada entre o0s
resultados deste estudo e os dados encontrados na literatura, referentes
aos principais métodos de extracdo e limpeza utilizados para analise de
aflatoxinas em amostras complexas (Tabela 9).

Verificou-se que a técnica de HPLC-FD é amplamente utilizada
para a deteccdo de AFLs, embora ela exija uma etapa adicional de
derivatizacdo. Quanto aos métodos de derivatizacdo, os que utilizam
poés-coluna sdo os preferidos, uma vez que ndo € necessaria a
manipulacdo dos extratos. No entanto, a derivatizagdo pré-coluna
utilizando TFA como reagente ainda é empregada. Nota-se que outros
instrumentos mais sofisticados, os quais permitem a identificacdo e
quantificacdo em niveis mais baixos, também foram usados, incluindo
LC-MS/MS e UHPLC-Q-TOF-MS/MS. Atualmente, os detectores MS
sdo preferiveis, porque eles ndo s6 melhoram a detectabilidade e
seletividade do método, mas também porque o passo de derivatizacdo
nao é necessario. De acordo com Quinto et al. (2009), a técnica
instrumental de HPLC é mais acessivel, porque o equipamento esta
disponivel na maioria dos laboratérios analiticos de rotina. Logo, de
acordo com os autores supracitados, essa pratica permanece aceitavel e é
favorecida, apesar da tendéncia atual de utilizacdo de LC-MS/MS
(QUINTO et al., 2009).

Em se tratando da instrumentacdo por LC-MS/MS, embora ela
apresente vantagens analiticas inegaveis, é necessario ressaltar que esse
tipo instrumento requer uma estrutura fisica complexa, além de
apresentar um custo muito maior para laboratorios que realizam analises
de rotina de AFLs, se comparado com a instrumentacdo de HPLC-FLD.
Como este estudo foi desenvolvido utilizando a instrumentacdo de
HPLC-FD e derivatizacdo com TFAA foi necessaria e todos os cuidados
para alcancar a melhor eficiéncia foram tomados.

Cabe ressaltar, que com uso de uma instrumentacdo mais
sofisticada seria possivel melhorar ainda mais os resultados obtidos.
Além disso, observou-se que o0 presente estudo apresenta tempo de
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analise compativel ou até mesmo mais rapido (cerca de 100 min) em
comparagao com outros métodos, porque este método proposto permite
a realizagdo de multiplas extragfes ao mesmo tempo.

A técnica de HF-DLLME também provou ser mais barata em
comparacdo com métodos alternativos, como cartuchos de SPE e IAC,
porque as quantidades de membrana e solventes utilizados séo
pequenas.

Quanto aos limites de quantificacdo da técnica proposta,
observou-se que os valores foram similares ou melhores do que os
apresentados pelos outros métodos incluidos na Tabela 9. Porém, é
essencial destacar que muitos dos métodos encontrados na literatura sdo
aplicados em matrizes sélidas, portanto diferentes da matriz estudada no
presente trabalho. Apenas uma pesquisa também utilizou produtos
derivados de soja como matriz, porém os autores ndo apresentaram 0s
valores de LOQ para a mesma (BELTRAN et al., 2013).
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Tabela 9. Comparagdo entre métodos utilizados para extragao/limpeza de aflatoxinas em matrizes complexas.

(Continua)
Extragaol/Limpeza Derivatizagao Instrumental Matriz Analitos “:';)81) Referéncia
AFB1 0,1
Pré-coluna . AFB2 0,1
HF-DLLME TFA 65°C/9 min HPLC-FD Suco de soja AFGA 0,03 Este estudo
AFG2 0,03
AFB1 0,71
. i ' (ARROYO-
SLE- QUECHERS NNe UHPLC-MSIMS Nozes & sementes AFB2 0,97 MANZANARES et al,
DLLME AFG1 0,61 2013)
AFG2 0,95
AFB1 0,0008¢
. . . AFB2 0,005
LLE-IAC-DLLME Pés-coluna HPLC-FD Oleos comestiveis AFG1 0,0001 (AFZALl et al., 2012)
AFG2 0,003
AFB1 0,12
Pés-coluna . AFB2 0,10
SLE-DLLME fotoquimica HPLC-FD Cereais AFG1 057 (CAMPONE et al., 2011)
AFG2 0,33
Pré-coluna AFB1 0,03
LLE-DLLME TEA 40°C/15 min. HPLC-FD Arroz AFB2 002 (LAl et al., 2014b)
AFB1 1,87 (ARROYO-
SLE-QUEChERS- Sementes e extratos de AFB2 1,91 MANZANARES;
DLLME NN UHPLC-MSIMS ervas AFG 150 GARCIA-CAMPANA;
AFG2 1,79 GAMIZ-GRACIA, 2013)
AFB1
Pés-coluna . AFB2 |
IAC fotoquimica (PHRED) HPLC-FD Ar de aviarios AFGA NI (WANG et al., 2008)
AFG2
Pés-coluna AFB1 0,16 .
LLE-IAC eletroquimica (Kobra cell) HPLC-FD Temperos AFB2 014 (OZBEY; KABAK, 2012)



SLE-SPE

SLE-IAC

SLE-IAC

SLE or LLE

SLE-SPME

SLE

SLE-IAC

LLE-LTP

NN¢

Pés-coluna
fotoquimica (UVE)

Pés-coluna

eletroquimica (Kobra cell)

NN

Pés-coluna
fotoquimica

NN¢

Pré-coluna
TFA 40°C/15 min.

Pés-coluna
fotoquimica (PHRED)

UHPLC-MS/MS

HPLC-FD

HPLC-FD

UHPLC-(ESI) MS/MS

HPLC-FD

HPLC-ESI-QTOF-MS/MS

HPLC-FD

HPLC-FDe
HPLC-MS/MS

Alimentos e ragdes

Alimentos sem gluten

Pigmento de arroz

Cereais, frutas, sucos, paes,
derivados lacteos, produtos
de soja e bleos

Cereais em farinha

Cevada, trigo, soja, milho,
amendoim e manteiga de
amendoim

Temperos

Leite materno

AFG1
AFG2
AFB1
AFB2
AFG1
AFG2
AFB1
AFB2
AFG1
AFG2
AFB1
AFB2
AFG1
AFG2
AFB1
AFB2
AFG1
AFG2
AFB1
AFB2
AFG1
AFG2
AFB1
AFB2
AFG1
AFG2
AFB1
AFB2
AFG1
AFG2
AFB1
AFB2
AFG1

0,18

002
0,025

0,025
0,08

0,15
0,40e

0,21

0,39

0,02
0,005
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(continuag&o)

(REN et al,, 2007)

(CANO-SANCHO et al,
2012)

(ZHU et al,, 2013)

(BELTRAN et al,, 2013)

(QUINTO et al,, 2009)

(SIRHAN; TAN; WONG,
2013)

(CHO et al., 2008)

(ANDRADE; GOMES DA
SILVA; CALDAS, 2013)



Pés-coluna
SLE-IAC fotoquimica (PHRED)
SLE-IAC NN¢
Pré-coluna
SLE-IAC TFA/ 30s
Pés-coluna
SLE-IAC fotoquimica (UVE)
SLE-IAC Pés-coluna PBPB
Pré-coluna TFA 65°C/9 min
Pos-coluna fotoquimica
SLE-IAC (PHRED) e Electroquimica
(Kobra cell)
SLE or LLE-IAC Pré-coluna
TFA
IMBs NNd

HPLC-FD

HPLC-ESI-MS/MS

HPLC-FD

HPLC-FDe
HPLC-MS/MS

HPLC-FD

HPLC-FDe
HPLC/MS

HPLC-FD

HPLC-MS e ELISA

Temperos e mistura de
temperos

Temperos

Pélen de abelha espanhola

Nozes e produtos de
amendoim améndoa e
semente de damasco

Produtos de milho e
manteiga de amendoim

Raizes

Ragéo

Molho de soja

AFG2

AFB1
AFB2
AFG1
AFG2
AFB1
AFB2
AFG1
AFG2
AFB1
AFB2
AFG1
AFG2
AFB1
AFB2
AFG1
AFG2
AFB1
AFB2
AFG1
AFG2
AFB1
AFB2
AFG1
AFG2
AFB1
AFB2
AFG1
AFG2
AFB1

0,01
0.4
0,2
0,4
02

0,28-0,832

0,41-2,20°0

0,20¢
0,13
0,10
0,13
0,17
0,04
0,22
0,04
0,20
0,20
0,20
0,20

NI

1,7
NI

103

(conclusao)

(WAN AINIZA; JINAP;
SANNY, 2015)

(PRELLE et al,, 2014)

(GARCIA-VILLANOVA et
al,, 2004)

(IMPERATO et al., 2011)

(CHAN et al., 2004)

(TRUCKSESS et al,
2006)

(OLIVEIRA et al,, 2008)

(XIE et al,, 2014)

SLE: extragdo solido- liquido; LLE: extragao liquid-liquido; IAC: coluna de imunoafinidade; SPE:extragdo em fase sélida; SPME: microextragdo em fase sdlida; LTP: purificagdo em
baixa temperatura; QUEChERS: rapido,fécil, barato, efetivo, robusto e seguro; DLLME:microextracéo liquido-liquido dispersiva ; IMBs: esferas imunomagnéticas; a:valores para
AFB1 b: valores para soma total de AFLs c: valores de LOD d: NN n&o necessario or NI n&o informado; e: valores de LOQs para produtos de soja
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4.2.7 Parametros analiticos

Apos a otimizacdo dos fatores que afetam a técnica de HF-
DLLME, as melhores condicGes obtidas relativas ao processo HF-
DLLME foram utilizadas para a determinacdo dos parametros analiticos
para a extracdo de AFLs em amostras de suco de soja com sabor de
macd. A curva analitica foi construida com cinco pontos através do
método de adicdo dos padrfes de AFLs em amostras de suco. As
equacOes da reta, a faixa linear de trabalho, o coeficiente de correlacéo
linear (R?), os limites de deteccdo (LOD) e de quantificacio (LOQ)
estdo apresentados na Tabela 10. Cabe ressaltar que todas as anélises
para esses parametros foram realizadas em triplicata.

Tabela 10. Alguns pardmetros analiticos obtidos para técnica de HF-
DLLME em amostras de suco de soja.

Analito Fa(iﬁs Eﬂiar Equacéo da reta R? (Lll_gol?l) (Llfgol?l)
Bl 0,1-21 y =130182x - 18552  0,9944 0,06 0,20
Gl 0,1-21 y =9324,9x - 354,54  0,9940 0,27 0,90
B2 0,03-6 y =197637x + 23484  0,9995 0,03 0,1
G2 0,03-6 y =37114x +5783,9  0,9992 0,14 0,43

Fonte: Dados primarios (2014).

De acordo com a Tabela 10, o processo HF-DLLME apresentou
boa linearidade para todos 0s compostos na faixa de trabalho estudada.

Quanto aos valores de LOD e LOQ, verificou-se que os valores
encontrados atendem os limites estipulados pelas agéncias de seguranca
da Unido Europeia (UE) e Brasil. Uma vez que a UE estipula um LMR
de 2 pg kgt e 4 ug kg™ para AFB1 e o somatério das 4 AFLS (AFB1+
AFB2+AFG1+AFG2), respectivamente, para cereais e todos os produtos
derivados de cereais destinados para o consumo humano (EC, 2010). No
Brasil, legislacdo, regulamenta LMR de 5 pg kg™ de AFLs para cereais
e todos os produtos derivados de cereais, porém nao especifica 0 LMR
para leguminosas e seus derivados, somente menciona que devem ser
aplicados também estes produtos (BRASIL, 2011).

Embora ainda ndo existam LMR especificos para o tipo de matriz
utilizada neste estudo, os LOD e LOQ encontrados estdo de acordo com
os limites mencionados anteriormente.

Além disso, testes de recuperacao e de precisao (precisdo intradia
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e interdia) foram realizados para o procedimento de HF-DLLME
proposto em amostras de suco de soja utilizando trés niveis de
concentragdes. Os resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 11.

Tabela 11. Recuperagdo em trés niveis da curva analitica, precisdo intradia
(repetibilidade) e precisdo intermediéria (interdia) para o primeiro nivel.

Analito Recuperacao (%6) Precisdo RSD (%)
10 nivel? 20 nivel? 39 nivel® Intradia  Interdia
Bl 97 112 112 16 17
Gl 104 97 117 18 14
B2 83 84 72 14 12
G2 95 97 88 16 15

" Primeironivel: 0,9 pg L' para AFG1; 1,0 yg L para AFB1; 0,3 ug L para AFG2 e 0,3 pg L' para AFB2.
2Segundo nivel: 4,4 ug L' para AFG1; 4,7 pg L para AFB1; 1,3 ug L' para AFG2 e 1,3 ug L' para AFB2.

3 Terceiro nivel: 10 pg L' para AFG1; 10,7 pg L' para AFB1; 3,0 pg L' para AFG2 e 3,0 ug L' para AFB2.
Fonte: Dados primérios (2014).

De acordo com o regulamento da UE n.401/2006 o qual
estabelece os critérios de desempenho dos métodos de analise e controle
de micotoxinas em alimentos, as recuperacdes aceitaveis podem variar
entre 50-120% para concentracdes menores de 1 pg kg™, 70-110% para
concentragdes entre 1-10 pg kg™ e 80-110% para concentracdes maiores
de 10 ug kg™. Desta forma, observa-se que a maior parte dos resultados
para recuperacao foram satisfatdrios, pois variaram entre 72-104%, com
excec¢do das recuperacdes para AFB1 no segundo nivel (112%) e AFB1
e AFG1 no terceiro nivel (117%). Esses resultados podem ser
explicados pela interferéncia de algum componente da matriz o qual
aumenta a intensidade do sinal analitico destes compostos ou, ainda, a
contaminacdo natural do produto analisado (EC 2006; 2010; GILBERT;
ANKLAM, 2002).

No que diz respeito aos ensaios de precisdo intradia e interdia,
foram obtidos resultados satisfatérios, pois os valores de RSD
encontrados variaram entre 12-18%, permanecendo abaixo dos 20%
preconizados pela AOAC, ISO e Unido Europeia como limite aceitavel
para precisdo em condi¢des de repetibilidade (GILBERT; ANKLAM,
2002).

A Figura 15 apresenta o cromatograma da separacdo de
aflatoxinas extraidas de amostras de suco de soja sabor maca fortificadas
e nao fortificadas.
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Figura 15. Cromatogramas obtidos utilizando o procedimento de HF-
DLLME para extracdo de AFLs em amostras de suco de soja fortificada e
ndo fortificada e posterior deteccdo por HPLC-FD
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ConcentracBes da fortificacio: AFG1 (4,4 ug L™Y); AFB1; (4,7 ug L™Y); AFG2 e
AFB2 (1,3 pg L. Condigdes cromatograficas: Fase mével isocratica com vazao de
0,8 mL/min composta de agua:metanol:acetonitrila (55:30:15, v/v/v), o tempo total
de aquisicdo de dados foi de 15 min. O detector de fluorescéncia foi ajustado em
comprimento de onda de excitacdo de 360 nm e comprimento de onda de emissao de
440 nm.

Fonte: Dados primarios (2014).
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4.3 CONCLUSOES PARCIAIS

O procedimento proposto, o qual combina as técnicas de
extracdo de HF-LPME e DLLME, apresentou resultados satisfatérios no
gue diz respeito a extracdo de AFLs a partir de amostras de suco de soja.
As etapas de otimizacdo permitiram a verificacdo e a escolha das
condi¢des ideais de extragdo para o processo proposto. Além disso, foi
possivel determinar 0s parametros analiticos de mérito e os resultados
foram satisfatorios, segundo normas previstas pelo INMETRO e UE.

Desta forma, o acoplamento das técnicas supracitadas,
denominado de HF-DLLME, mostrou-se uma excelente alternativa para
a determinacdo de AFLs em sucos de soja, devido a algumas
caracteristicas tais como: 0 baixo consumo de solventes organicos, o nao
uso de solventes clorados, ndo necessidade de centrifugagdo, baixo custo
e facil aplicagéo.

Além disso, este novo procedimento, permite a andlise
simultanea de varias amostras e ainda possui grande potencial para uso
em sistemas automatizados e aplicacdo para outros analitos e outras
matrizes, embora a otimizacdo do procedimento deva ser testada e
otimizada para novas aplicagdes.
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5 COMBINACAO DE MICROEXTRACAO LIQUIDA
SUPORTADA EM FIBRA OCA E MICROEXTRACAO
LIQUIDO-LIQUIDO DISPERSIVA COMO UMA TECNICA
RAPIDA E SENSIVEL PARA EXTRACAO DE AGROTOXICOS
EM AMOSTRAS DE SUCO DE UVA, SEGUIDA DE
DETERMINACAO POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE
ALTA EFICIENCIA

Métodos analiticos de extracdo para agrotdxicos estdo
constantemente sendo desenvolvidos. Dentre as novas técnicas
desenvolvidas merecem destaque aquelas que obedecem aos principios
da quimica verde, e, nesse contexto, destacam-se as microextracdes.
Desta forma, neste capitulo é apresentada uma nova técnica para
extracdo de 3 agrotdxicos em amostras de suco de uva, a qual combina a
extracdo com fibra oca (hollow fiber-HF) e microextragcdo liquido-
liquido dispersiva (dispersive liquid-liquid microextraction-DLLME).

5.1 MATERIAL E METODOS
5.1.1 Quimicos e reagentes

Padrdes: Os padrdes de agrotdxicos solidos, parationa metilica
(99,5 %), clorpirifés (99,7%) foram obtidos da empresa Chem Service
(USA) e difenoconazol (97,2%) da Fluka (Milwaukee, WI, USA).
Solugdes estoques (1000 mg L™) foram preparadas pela dissolugéo de
guantidade apropriada de cada agrotoxico em metanol. As solugGes de
trabalho contendo os 3 agrotoxicos foram preparadas na concentracéo de
(10 mg L™ a partir da diluicdo apropriada das solugdes estogque com
metanol e estocadas a 4 °C.

Solventes: Metanol, Acetonitrila grau HPLC (JT Baker, Center
Valley, PA U.S.A) foram utilizados como fase mdvel e solventes e
dispersores para otimizacdo do método. Acetona grau HPLC e n-
octanol, utilizados como dispersor e para o recobrimento da membrana,
respectivamente, foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Milwaukee, WI,
USA). Dodecanol e hexafluorfosfato de 1-butil-3-metil imidazdlio
[BMIM][PFs] (= 96%) foram obtidos de Vetec e Fluka, respectivamente.
Tolueno, n-hexano, e cloroférmio, utilizados como solventes extratores,
foram adquiridos da Tedia (Fairfield, OH, USA). Cloreto de Soédio P.A.
foi obtido da Vetec (Duque de Caxias, RJ, Brasil) e agua ultra-pura foi
obtida a partir de purificacdo em sistema Mega Purity (Billerica, USA).
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5.1.2 Outros materiais

Frascos de 15 e 2 mL da SUPELCO (Supelco, Bellefonte, PA,
USA). Inserts de polietileno com capacidade de 150 uL da SUPELCO
(Supelco, Bellefonte, PA, USA). Microsseringas de 100 e 250 pL
modelos 1701N e 1701RN da marca Hamilton (Reno, Nevada, USA).
Membranas de polipropileno (PP) Accurel Q3/2 (600 um d.i., 200 um
espessura da parede e 0,2 um de tamanho de poro) adquirida da
Membrana GmbH (Wuppertal, Alemanha). Também utilizou-se outros
equipamentos como: banho termostatizado (Microgquimica, Palhoca,
Santa Catarina, Brasil); agitadores magnéticos modelo MQAMA 301
(Microquimica, Palhocga, Santa Catarina, Brasil); banho de ultrassom
ULTRAsonik 28x (DentsPly Ceramco, York, PA, USA).

5.1.3 Instrumentacao

Para a otimizacdo das condicbes de separacdo dos agrotoxicos,
parationa metilica, difenoconazol e clorpirifés, foram feitas injegdes
diretas das solucdes-padréo de 10 mg L™ dos agrotéxicos individuais em
um cromatografo a liquido da marca Prominence Shimadzu LC-20AT,
com detector por arranjo de diodos (DAD) (Kyoto, Japdo) e injetor
manual Rheodyne 7725i (Rohnert Park, CA, USA) com loop de 20 uL.

A Coluna utilizada para separacdo cromatografica dos analitos foi
a Shim-pack C18 CLC-ODS (Mseries Shimadzu, Kyoto, Japao) (250 cm
X 4,6 mm d.i. x 5 pum d.p.). A fase moével foi constituida de dois
solventes, sendo eles, uma solucdo aquosa (solvente A) e acetonitrila
(solvente B), a uma vazéo de 1,0 mL min™. A programacéo da eluic&o
por gradiente foi de 95% a 5% de A durante 10 min, manteve-se por
mais 10 min. com 5% de A, com o retorno de forma linear para 95% de
A durante um minuto. Essa condi¢do foi mantida por mais 4 minutos,
totalizando em 25 minutos cada corrida cromatografica. Os agrotoxicos
foram monitorados pelo detector de DAD na faixa 235, 273 e 289 nm.

5.1.4 Procedimentos

Os agrotéxicos sdo substancias toxicas que possuem efeitos
deletérios & salde humana. Desta forma, todos os procedimentos de
manuseio dessas substancias foram realizados com cuidado utilizando
o0s devidos equipamentos de protecdo individual e coletiva.
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5.1.4.1 Preparo das amostras de suco de uva

As amostras de suco de uva foram adquiridas em supermercados
de Floriandpolis, Santa Catarina, e foram produzidos na cidade de Bento
Gongalves, Rio Grande do Sul, Brasil. As embalagens continham 200
mL de suco de uva e foram armazenadas em refrigerador a 4 °C até a
analise. Anteriormente ao procedimento de extracdo, as embalagens
eram agitadas manualmente por cerca de 10 s para homogeneizacdo da
amostra, logo a amostra ndo foi submetida a qualquer pré-tratamento.
ApoOs este preparo, aliquotas de 9 mL foram submetidas ao
procedimento de HF-DLLME.

5.1.4.2 Otimizagdes

Com o objetivo de obter uma alta eficiéncia de extracdo por HF-
DLLME para os agrotdxicos estudados em amostras de suco de uva, 0s
pardmetros que afetam a microextracdo dos analitos, bem como o0s
pardmetros que afetam a dessor¢do dos agrotdxicos da membrana, foram
otimizados. Apds a otimizacdo desses parametros, foram determinadas
as caracteristicas quantitativas inerentes ao método e, finalmente, o
método proposto foi aplicado a amostras reais de suco de uva Desta
forma, o processo de otimizacdo foi dividido em duas etapas. Na
primeira etapa, foram otimizados por procedimentos univariados
pardmetros como:

1) Modo de extracdo: No modo de extracdo foram
verificadas as influéncias do recobrimento da membrana
com um solvente orgéanico, da microextracdo liquido-
liquido dispersiva e o efeito sinérgico entre as duas
técnicas. Para a realizacdo deste procedimento, foram
utilizados 9 mL de suco de uva fortificados com 250 pg L
! de cada analito, foram adicionados 500 pL de tampao
citrato/fosfato/borato para ajuste do pH em 6. Quanto ao
modo de extracdo foram avaliadas as seguintes condigdes:
(A) com recobrimento e com mistura de solventes
extrator:dispersor; (B) com recobrimento e sem a mistura
de solventes extrator:dispersor; (C) sem recobrimento e
com mistura de solventes extrator:dispersor; (D) com
recobrimento, com dispersor e sem extrator. Para todos os
procedimentos foram utilizados 2 cm de membrana de
polipropileno;

2) Sistema de solventes para dessor¢do e tempo de
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dessorgdo: O segundo estudo realizado para a otimizacéo
das condic¢des da microextracao da técnica de HF-DLLME
foi a selecdo das condi¢cbes mais adequadas para a
dessorcdo dos agrotoxicos da membrana de extracdo. Para
a realizacdo deste procedimento, foram utilizados 9 mL de
suco de uva fortificados com 250 ug L™ de cada analito, ao
qual foram adicionados 500 pL de tampéo
citrato/fosfato/borato para ajuste do pH em 6. Com a ajuda
de uma microsseringa foram adicionadas a amostra,
rapidamente, 250 pL da mistura de hexano:acetona (1:10
v/v) e, entdo, a membrana microporosa (2 cm) suportada
em uma haste de ago inoxidavel contendo dodecanol
imobilizado foi adicionada ao sistema de microextragéo.
As amostras foram mantidas sob agitacdo magnética
durante 30 min. Os solventes organicos testados para
dessorcdo dos analitos foram acetonitrila e metanol, e a
faixa de tempo de dessor¢do estudada variou de 5 a 15
minutos, anteriormente & quantificagdo dos analitos por
HPLC-DAD. Apo6s isto, um grafico de barras foi
construido para representar os resultados obtidos com este
procedimento.

Solvente de extragdo imobilizado nos poros da
membrana: Foram estudados diferentes solventes
imobilizados nas paredes porosas das fibras ocas de
polipropileno, a fim de determinar qual solvente
apresentaria maior eficiéncia de extracdo dos agrotoxicos
estudados em suco de uva. Os solventes testados foram:
octanol, tolueno, dodecanol e o liquido ibnico
hexafluorfosfato de 1-butil-3-metil imidazélio
[BMIm][PFs]. Uma membrana sem solvente imobilizado
também foi utilizada para fins de comparagdo com o0s
outros dados. Para a realizagdo deste procedimento, aos
quais foram utilizados 9 mL de suco de uva fortificados
com 250 pg L™ de cada analito, ao qual foram adicionados
500 uL de tampao citrato/fosfato/borato para ajuste do pH
em 6. Com a ajuda de uma microsseringa foram
adicionadas a amostra, rapidamente, 250 uL da mistura de
hexano:acetona (1:10 v/v) e, entdo, a membrana
microporosa (2 cm) suportada em uma haste de aco
inoxidavel contendo o solvente imobilizado foi adicionada
ao sistema de microextracdo. As amostras foram mantidas
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sob agitacdo magnética durante 30 min. A dessorcdo e
injecdo dos analitos no sistema de HPLC-DAD foi
realizada posteriormente.

4) Composigdo da mistura de solvente extrator/dispersor:
A quarta otimizagdo univariada realizada foi a
determinacdo da melhor mistura de solventes de extracdo e
dispersdo adicionados a amostra antes de colocar a
membrana de polipropileno com solvente imobilizado
(dodecanol). Para este estudo foram testadas diferentes
combinacdes entre os solventes extratores: hexano, tolueno
e acetato de butila e os solventes dispersores: metanol,
acetonitrila e acetona. Para este procedimento foram
utilizados 9 mL de suco de uva fortificados com 250 pg L
! de cada analito, aos quais foram adicionados 500 pL de
tampao citrato/fosfato/borato para ajuste do pH em 6. Com
a ajuda de uma microsseringa foram adicionadas
rapidamente a amostra 250 pL da mistura de
extrator/dispersor estudados na razdo de 1:10 (v/v) e,
entdo, a membrana microporosa (2 cm) suportada em uma
haste de aco inoxidavel contendo o solvente imobilizado
dodecanol foi adicionada ao sistema de microextracdo. As
amostras foram mantidas sob agitacdo magnética durante
30 minutos. A seguir foi procedida a dessorcdo e injecéo
dos analitos no HPLC-DAD

5) Volume total do sistema de solventes extrator:dispersor
adicionado: A Ultima etapa das otimizac¢fes univariadas
foi & verificacdo do volume ideal do sistema de solventes
extrator/dispersor adicionado a amostra. Para esta etapa
utilizaram-se 9 mL de suco de uva fortificados com 250 pg
L™ de cada analito, aos quais foram adicionados 500 pL de
tampao citrato/fosfato/borato para ajuste do pH em 6. Com
a ajuda de uma microsseringa foram adicionados
rapidamente a amostra os volumes estudados de 150, 250 e
350 uL da mistura de hexano:acetona (1:10 v/v) e, entdo, a
membrana microporosa (2 cm) suportada em uma haste de
aco inoxidavel contendo o dodecanol nos poros foi
adicionada ao sistema de microextracdo. As amostras
foram mantidas sob agitagdo magnética durante 30
minutos. A seguir foi procedida a dessor¢do e injecdo dos
analitos no HPLC-DAD.

E importante salientar que todas as otimiza¢Bes univariadas
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foram realizadas em triplicata para posterior analise dos dados.

Em uma segunda etapa da otimizacdo da técnica de HF-DLLME,
foi realizado um planejamento fatorial fracionado em dois niveis (2°%)
com ponto central (C), para a avaliacdo do efeito significativo de 5
varidveis que poderiam afetar o processo de microextracdo. Um ponto
central realizado em triplicata foi incluido no planejamento para estimar
a variancia experimental e para determinar a curvatura entre 0s niveis
escolhidos para cada uma das variaveis. O planejamento resultou em 16
experimentos e trés repeticGes para o0 ponto central e permitiu a
determinacdo da significancia das variaveis. Cinco variaveis foram
estudadas: volume da mistura extrator/dispersor (150 e 350 pL), tempo
de extracdo (20 e 60 minutos), razdo entre solvente extrator:dispersor
(2:10 e 1:5), concentracdo de sal (0 e 35%, m/v) e pH da amostra (3 e 9).

5.1.4.3 Procedimento otimizado para extracdo dos 3 agrotoxicos por
HF-DLLME em suco de uva

As cinco etapas da metodologia de extracdo proposta de HF-
DLLME para andlise de agrotoxicos em suco de uva sdo apresentadas na
Figura 16.

Figura 16. Representacdo esquemdtica das etapas do procedimento
proposto para a microextragio HF-DLLME com membrana porosa de
polipropileno.

oD
—————— Haste de ago inoddavel
>
(1) Tampa com seplo de silicone
o Membrana —
\ | I " porosa de
e B polipropileno
% - impregnada o ST
; : com dodecanol i il E
[} . —_— Frasco de 15mL
| — | >
() 3
Barra magnética | \ /
|- |
(3) . ()
Frasco contendo a amostra e (4) Frasco para dessorcdo
solventes extrator/dispersor dos analitos

Fonte: Dados primarios (2014).

A primeira etapa (1) foi o preparo das membranas tubulares e
porosas de polipropileno, as quais foram cortadas em segmentos de 2,0
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cm, limpas com acetona (grau HPLC) e secas. O segundo passo (2), foi
a fixacdo de hastes de aco inoxidavel com os mesmos diametro internos
das membranas nos septos de silicones das tampas dos frascos de vidros
utilizados para as analises. Foram adicionados os segmentos cortados
das membranas, e os mesmos foram totalmente imersos por 15 segundos
no solvente de recobrimento (dodecanol). A terceira etapa (3) foi 0
preparo de aliquotas de 9 mL de suco de uva, as quais foram colocadas
em frascos de 15 mL, contendo 05 mL de tampéo
(citrato/fosfato/borato) para ajustar o pH em 6,0, 250 pL uma solugédo
aquosa de 10 mg L™ de uma mistura dos 3 agrotéxicos e 250 pL de uma
solucdo contendo hexano como solvente extrator e acetona como
solvente dispersor na razdo de 1:7,5 (v:v). Em seguida (4) o frasco foi
fechado com a tampa de rosca a qual continha a haste de aco e o
segmento de membrana impregnado com o solvente de recobrimento.
Cabe ressaltar que a membrana ficou totalmente imersa na solucéo. Este
sistema foi mantido sob agitacdo constante durante 60 minutos, tempo
necessario para que os analitos pudessem ser transferidos das amostras
para as membranas (quarta etapa).

5.1.4.4 Procedimento otimizado para dessor¢do dos 3 agrotoxicos e
injecdo dos analitos

Ao término da extracdo a membrana foi retirada e colocada em
um frasco de 2 mL contendo insert com 100 pL de acetonitrila e este foi
entdo sonicado durante 10 minutos para dessorcdo dos analitos da
membrana (quinta etapa). Apds o término da etapa de dessorcdo, 20 pL
da solugdo final foi injetada diretamente no HPLC-DAD.

5.1.4.5 Curva analitica e parametros analiticos de mérito

Sob as condigbes Otimas anteriormente mencionadas, foram
investigadas as figuras de mérito do método proposto, como, limites de
deteccdo, limites de quantificacdo, faixas lineares de trabalho, as
equacdes de regressao linear e outras caracteristicas do método, com o
objetivo de avaliar o desempenho analitico do mesmo.

As curvas analiticas foram construidas com os dados obtidos nas
andlises da amostra de suco de uva contendo os analitos em sete
concentragdes diferentes, variando entre 10 e 500 pg L™. Os dados
utilizados para a construcdo da curva analitica foram obtidos em
triplicata. O LOD, foi calculado como 3c/B, onde ¢ ¢ o SD do
coeficiente linear da curva analitica e B é a inclinag&o da curva analitica,
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jao LOQ foi calculado como 10c/B.

A precisdo do metodo foi expressa como 0 RSD em condicGes de
repetibilidade e foi calculada a partir de seis replicatas de uma solugéo
contendo uma mistura de agrotoxicos (100 pg L™, 250 pg L™ e 500 pg
L ! para cada agrotoxico).

Duas amostras de suco de uva puro (Suconelli e Aurora) foram
utilizadas para a determinagdo da exatiddo da técnica proposta de HF-
DLLME na extragdo/pré-concentracdo dos agrotoxicos selecionados.
Uma vez que, nenhum material de referéncia certificado semelhante as
amostras analisadas neste estudo estava disponivel, testes de
recuperacdo foram realizados utilizando a técnica de adi¢do padrdo em
trés niveis diferentes.

5.1.4.6 Andlise estatistica

Os dados obtidos foram plotados e analisados utilizando
ferramentas estatisticas disponiveis nos software Statistica 8 e OriginPro
8.

5.1.5 Comparacdo do método de HF-DLLME com outras técnicas
de preparo de amostras

Apl6s otimizacdo da técnica proposta e a determinacdo de
algumas figuras de mérito, foi realizada uma comparacéao entre a de HF-
DLLME e outras técnica de microextracdo ja desenvolvidas e propostas
por outros autores. A comparacdo foi realizada por meio de um
levantamento bibliogréfico, realizado na literatura internacional, no qual
foram comparadas técnicas de microextracdo para a andlise dos
agrotéxicos parationa metilica, difenoconazol e clorpirifés em amostras
semelhantes ao suco de uva. Algumas das caracteristicas comparadas
entre os métodos foram: faixa linear de trabalho, LOD e tempo estimado
de extracdo.

5.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

Primeiramente serdo apresentados os resultados referente as
condi¢Bes experimentais cromatograficas obtidas para analise dos
agrotdéxicos na amostra de suco de uva.

Na Figura 17, esta apresentado um cromatograma tipico de uma
mistura dos 3 agrotoxicos nestas condicfes. Os dados cromatogréaficos
foram analisados pelo software LCSolution (Shimadzu, Kyoto, Jap&o).
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Figura 17. Cromatograma obtido por HPLC-DAD usando uma mistura de
solucdo padrdo de 10 mg L™ dos agrotéxicos: Parationa metilica (pico 1),
Difenoconazol (pico 2) e Clorpirifés (pico 3).

-
4

Condicdes cromatograficas: Fase movel foi constituida de dois solventes, sendo eles,
uma solugéo aquosa (solvente A) e acetonitrila (solvente B), a uma vazdo de 1,0 mL
min™’. O programa de eluigdo por gradiente foi de 95% a 5% de A durante 10 min,
manteve-se por mais 10 min. com 5% de A, com o retorno de forma linear para 95%
de A durante um minuto. Essa condicéo foi mantida por mais 4 minutos, totalizando

em 25 minutos cada corrida cromatogréafica. Os agrotdxicos foram monitorados pelo
detector de DAD 265 nm.

Fonte: Dados primérios (2014).

O tempo de retengdo, bem como o comprimento de onda de
absorcdo maxima para cada composto estdo apresentados na Tabela 12.

Tabela 12. Valores de comprimento de onda de absorgdo maxima e tempo
de retencdo para cada .agrotoxico

Agrotéxico A (nm) Tempo de retengdo
(min)
Parationa metilica 273 14,6
Difenoconazol 235 15,9
Clorpirifés 289 17,5

Fonte: Dados primarios (2014).

A partir da definicdo das condicfes cromatograficas para a
andlise dos 3 agrotoxicos estudados, foram procedidas as otimizacdes da
técnica de HF-LPME. Os resultados das otimizagBes univariadas e
multivariadas estdo descritos a seguir.



119

5.2.1 Otimizacdo dos parametros que afetam extracdo dos
agrotdxicos em amostra de suco de uva utilizando a metodologia de
HF-DLLME

Com o objetivo de obter uma alta eficiéncia de extracdo por HF-
DLLME para os agrotoxicos estudados em amostras de suco de uva,
foram otimizados os parametros que afetam a microextracdo dos
analitos, bem como os pardmetros que afetam a dessorcdo dos
agrotoxicos da membrana. Apos a otimizacgdo desses parametros, foram
determinadas as caracteristicas quantitativas inerentes ao método e,
finalmente, 0 método proposto foi aplicado a amostras reais de suco de
uva comercializados em supermercados de Floriandpolis e produzidos
em vinicolas do estado de Santa Catarina e da serra do Rio Grande do
Sul.

5.2.1.1 Selecdo do modo de microextracdo

A fim de verificar a importancia do recobrimento da membrana
com um solvente organico e a extracdo liquido-liquido dispersiva, a
microextracdo foi realizada em diferentes condi¢fes. Sdo elas: (A) HF-
DLLME; (B) HF-PLME de duas fases; (C) sem recobrimento e com
DLLME; (D) HF-LPME com solvente extrator.

Figura 18. Estudo dos efeitos do recobrimento da membrana no uso da
microextracdo liquido-liquido dispersiva para extracdo dos agrotdxicos
parationa metilica (m) difenoconazol (m) e clorpirifés (m) em suco de uva,
seguida da detec¢do por HPLC-DAD.
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Fonte: Dados primérios (2014).
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Na Figura 18 foram apresentados os resultados das condigdes
aplicadas em relacdo a resposta percentual normalizada dos picos dos
analitos.

Comparando os diferentes modos de extracdo testados através das
areas normalizadas dos picos, fica evidente que o recobrimento exerce
um papel fundamental para a extracdo dos analitos. Fica claro também
gue a presenca dos solventes extratores e dispersores também acarretam
em melhora do sinal analitico, sendo este provavelmente devido a
fatores cinéticos. Considerando que a extra¢do dos analitos pelo modo A
foi mais eficiente que as extra¢fes usando tanto o modo B quanto aos
modos C e D. Conclui-se que existem evidéncias de que a
microextracdo liquido-liquido dispersiva, bem como o recobrimento da
membrana, desempenham uma influéncia positiva sobre o sinal analitico
dos analitos estudados. O modo de extracdo com recobrimento e com a
mistura de solventes extrator/dispersor foi, portanto, escolhido como
condicdo étima.

5.2.1.2 Selecdo do solvente e tempo para dessor¢do dos analitos da
membrana

O primeiro estudo realizado para a otimizagdo das condi¢des da
microextracdo da técnica de HF-DLLME foi a sele¢do das condigdes
mais adequadas para a dessor¢do dos agrotdxicos da membrana de
extracdo, em relacdo ao solvente e tempo de dessor¢do. Os resultados
obtidos neste estudo estdo apresentados na Figura 19.

Figura 19. Estudo do tipo de solvente e tempo de dessor¢do dos analitos
apos extragdo por HF-DLLME, seguido por andlise por HPLC-DAD.
Agrotoxicos: parationa metilica (m) difenoconazol (m) e clorpirifos (m).

120 +
§ 100 {
by 80 - I I {
8 I
©
@ 60 -
© —
S¥ 40 -
©
£ 20
2
o 01
g 5 min | 10 min 15 min 5 min | 10 min | 15 min
Acetonitrila Metanol |

Fonte: Dados primérios (2014).
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Observou-se que a eficiéncia da extragdo aumentou a medida que
0 tempo de dessorcdo aumentou para ambos 0s solventes de dessorcao,
mais perceptivel 5-10 minutos. Com base nos resultados, o tempo de
dessor¢do foi fixado em 10 minutos, utilizando acetonitrila como
solvente. Um aumento no sinal entre os tempos de dessorcao de 10 a 15
minutos foi verificado, porém esta variacdo foi considerada ndo
significativa devido ao desvio encontrado. Logo, 0 uso de 15 minutos
como tempo de dessorcao produziria uma perda da frequéncia analitica.
A acetonitrila foi escolhida como solvente de dessor¢do, pois este
solvente apresentou melhor eficiéncia para os analitos difenoconazol e
clorpirifds, enquanto metanol apresentou melhor poder de dessorcéo
para parationa metilica. E importante ressaltar ainda, que acetonitrila
proporciona um melhor perfil gaussiano dos picos, ou seja, evita a
distorcao dos picos.

5.2.1.3 Selecdo do solvente orgéanico para recobrimento dos poros da
membrana

O solvente orgéanico usado para preencher e recobrir os poros da
membrana é muito importante em termos da obtencdo de uma eficiéncia
de extracdo satisfatdria. O solvente organico deve ser insollivel em agua,
ter uma boa afinidade com o polipropileno da membrana e com o0s
analitos objetos de estudo, e ter baixa volatilidade para evitar as perdas
de solvente durante o processo de extracdo (BEN-HANDER et al.,
2015). A composigdo deste solvente de recobrimento da membrana
altera o coeficiente de difusdo da substancia e também o coeficiente de
particdo do analito entre a membrana e a amostra. Assim, quatro
solventes organicos diferentes (dodecanol, octanol, tolueno e um liquido
ibnico hidrofébico (IL) [BMIm][PF6]) foram investigados (Figura 20).
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Figura 20. Estudo do efeito do tipo de solvente organico utilizado para o
recobrimento da membrana para extracdo dos agrotdxicos parationa metilica
(m) difenoconazol (m) e clorpirifés (m) em suco de uva, pela técnica de HF-
DLLME, seguida por deteccdo em HPLC-DAD
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Fonte: Dados primarios (2014).
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Como pode ser observado na Figura 20, o dodecanol apresentou
a melhor eficiéncia de extracdo para difenoconazol e clorpirifés, e o
tolueno foi o solvente mais adequado para a extracdo da parationa
metilica. Ja os solventes, octanol e o liquido i6bnico mostraram pequena
capacidade de extragdo para os trés agrotdxicos pesquisados. Portanto, o
dodecanol foi selecionado como solvente organico para o revestimento
dos poros da membrana em experiéncias subsequentes.

5.2.1.4 Selecdo da mistura de solventes extrator/dispersor

Como observado anteriormente, na Figura 20, ficou evidenciado
que a mistura de solventes extrator/dispersor exerce um efeito
significativo na extracdo dos analitos. Para tanto, é justificado o estudo
aprofundado de diferentes pares de sistema de solventes
extrator/dispersor.

A selecBlo de wuma mistura apropriada de solventes
extrator/dispersor é de grande importancia para a otimizacdo do método
HF-DLLME. O solvente de extracdo deve apresentar caracteristicas
diferentes das do solvente dispersor, portanto pode ter uma densidade
maior ou menor do que a agua (dependendo do sistema de extracdo
utilizado), baixa solubilidade em agua e alta capacidade de extrair os
analitos alvo. Para a escolha do solvente de dispersdo em HF-DLLME, a
sua miscibilidade com a fase orgénica (solvente de extracdo) e com a
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fase aquosa (solugdo de amostra) sdo os principais fatores que permitem
a dispersdo em goticulas muito finas do solvente de extragdo na fase
aquosa (XIONG; HU, 2008; FARAJZADEH; DJOZAN; KHORRAM,
2012). Considerando estas caracteristicas, alguns sistemas de solventes
extratores e dispersores (9 combinacBes de pares de solventes) foram
estudados para a extragdo dos agrotdxicos a partir de amostras de suco
de uva. Os solventes extratores estudados foram: n-hexano, tolueno e
acetato de butila; ja os solventes dispersores estudados foram: acetona,
acetonitrila e metanol.

Os resultados obtidos para todas as misturas de solventes
extrator/dispersor na extracdo dos agrotoxicos podem ser observados na
Figura 21.

Figura 21. Estudo da influéncia da mistura de solventes extrator/dispersor
na eficiéncia de extracdo dos agrotoxicos parationa metilica (m)
difenoconazol (m) e clorpirifés (m) em suco de uva, usando a técnica de HF-
DLLME e detecgdo por HPLC-DAD.
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Fonte: Dados primarios (2014).

Estes resultados demonstram que 0 n-hexano na presenca de
acetona como o solvente de dispersdo forma um sistema de duas fases
mais estavel e mais eficiente para extracdo do difenoconazol e
clorpirifés. No entanto, para extrair a parationa metilica a mistura de
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solventes de acetato de butila com acetona, acetonitrila ou metanol,
forneceu melhores resultados. Foram observadas perdas significativas
dos analitos quando o tolueno foi usado como o solvente de extracéo
combinado tanto com acetona, acetonitrila ou metanol como solventes
de dispersdo. Por esta razdo, hexano e acetona foram escolhidos como
melhores solventes de extracdo e de dispersdo, respectivamente.

5.2.1.5 Otimizagéo multivariada

Com o objetivo de concluir a etapa de otimizacdo da técnica de
HF-DLLME para a determinacdo de 3 agrotoxicos em sucos de uva, um
planejamento fatorial fracionado em dois niveis (2°*) com ponto central
(C) em triplicata foi realizado. Os valores reais das varidveis nos niveis
estudados, a matriz do planejamento fatorial fracionario 2°*+C e as
respostas obtidas (calculadas como a média geométrica das areas dos
picos da parationa metilica, difenoconazol e clorpirifés) estdo
apresentados na Tabela 13.

Tabela 13. Niveis, varidveis, matriz e a resposta obtida para o planejamento
fatorial fracionado 2°' +C na extracdo de agrotoxicos por HF-DLLME e
detec¢do por HPLC-DAD

L . Niveis
Variaveis Simbolo A 0 1
Volume da mistura extrator:dispersor (uL) VME:D 150 250 350
Tempo (min) T 20 40 60
Razéo extrator:dispersor (v:v) E:D 1:10 1:75 1:5
Sal (%) Sal 0 17 35
pH da amostra pH 3 6 9
Extragdes VME:D T E:D Sal pH Resposta®
1 -1 -1 -1 -1 1 68627,87
2 1 -1 -1 -1 -1 55185,84
3 -1 1 -1 -1 -1 122067,8
4 1 1 -1 -1 1 120166,3
5 -1 -1 1 -1 -1 58131,5
6 1 -1 1 -1 1 48985,23
7 -1 1 1 -1 1 113259,2
8 1 1 1 -1 -1 76283,72
9 -1 -1 -1 1 -1 4341,134
10 1 -1 -1 1 1 5956,858
11 -1 1 -1 1 1 10508,23
12 1 1 -1 1 -1 6396,344
13 -1 -1 1 1 1 4624777
14 1 -1 1 1 -1 5944,782
15 -1 1 1 1 -1 10801,51
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Extragdes VME:D T E:D Sal pH Respostas
16 1 1 1 1 1 12355,88
17 0 0 0 0 0 15730,58
18 0 0 0 0 0 25278,54
19 0 0 0 0 0 36987,26
a) Média geométrica das areas dos picos da parationa metilica, difenoconazol e
clorpirifés.

Fonte: Dados primarios (2014).

A partir da matriz apresentada na Tabela 12 foi possivel construir
0 diagrama de Pareto. Neste grafico, a variavel é considerada
significativa no processo de extragdo, quando sua respectiva barra €
interceptada transversalmente pela linha do valor p = 0,05, indicando
variagdo estatisticamente significativa com 95% de intervalo de
confianga. O diagrama de Pareto obtido a partir das respostas
apresentadas na Tabela 12, a andlise de variancia (ANOVA) e P-values,
podem ser observados na Figura 22.

Para a construcdo do diagrama de Pareto foram ignoradas todas
as interagdes de dois fatores com exceg¢éo da interacéo entre os fatores 2
(tempo de extracdo) e 4 (adigdo de sal). As interagdes foram ignoradas,
uma vez que no estudo individual de cada agrot6xico apenas a interacdo
2 por 4 foi estatisticamente significativa

Figura 22. Diagrama de Pareto obtido através do planejamento fatorial
fracionado para otimizacdo das varidveis e suas interacfes para analise de
agrotoxicos em suco de uva utilizando HF-DLLME e detec¢do por HPLC-
DAD.

(1)Volume total de sistema extrator:dispersor (ulL) .-

(4)Adigdo de Sal (% mlv) -10.69

(2)Tempo de extragdo (min.)

2by4

(3)Razéo entre solvente extrator:dispersor (v/v)

Fonte: Dados primérios (2014).
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Tabela 14. Resultados obtidos por meio da analise de variancia simples
(ANOVA - one way) das variaveis significativas para o procedimento de
HF-DLLME na determinacdo de agrotoxicos em suco de uva.

ANOVA; Var.:Média Geométrica; R-sqr=,92191; Adj:,88287
2**(5-1) design; MS Residual=198385E3
DV: Média Geométrica

Fatores SS df MS F p

(1)Volume total de sistema , 35, g 233E+08 118 0,29955146

extrator:dispersor (uL)
(2)Tempo de extragdo (min.)  3,03E+09 3,03E+09 15,25 0,00208875
1,29E+08 0,65 0,43629301

(3)Razéc.) gntre solvente 1.20E+08
extrator:dispersor (v/v)
2,25E+10 113,52  0,00000018

(4)Adigzo de Sal (% miv) 2,25E+10

O N — — —x —a _a

(5)pH 1,28E+08 1,28E+08 0,65 0,43669351
2by4 2,06E+09 2,06E+09 10,40 0,00729697
Error 2,38E+09 1 1,98E+08

Total SS 3,05E+10 1

Fonte: Dados primérios (2014).

Os resultados mostram que os parametros tempo de extracdo e
adicdo de sal tém efeito significativo sobre a extragdo dos agrotoxicos
estudados utilizando a técnica de HF-DLLME. No entanto, as variveis
volume e proporcédo dos solventes de extrator/dispersor e pH da amostra
ndo foram significativos para o procedimento de extragdo. Como pode
ser observado, o tempo de extracdo apresentou um efeito positivo no
caso dos agrotoxicos investigados, uma vez que o aumento do tempo de
extracdo acarretou um aumento significativo na eficiéncia de extracéo
dos analitos. Em contrapartida, a adi¢do de sal mostrou um efeito
negativo sobre a extracdo dos analitos. Assim, neste caso, ndo €
apropriado a adi¢do de sal para a extra¢do dos agrotdxicos na amostra de
suco de uva. Em geral, a adicdo de um sal diminui a solubilidade dos
analitos na fase aquosa e aumenta a sua extracdo para a fase organica
(ALVES et al., 2012; ABU-BAKAR; MAKAHLEH; SAAD, 2014). No
entanto, isto ndo foi observado neste estudo, provavelmente porque os
analitos sdo moléculas com baixa solubilidade em agua.

Também através da analise de variancia foi possivel observar que
os valores de F foram estatisticamente significativo para estas variaveis,
0 que permite concluir que existe uma maior dispersdo de valores entre
os fatores estudados em relacéo resultados dentro da mesma variavel.

Uma vez que as demais variaveis avaliadas ndo apresentaram
colaboragdo significativa para o processo de extracdo dos agrotoxicos
estudados em suco de uva por HF-DLLME, somente o tempo de
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extracdo foi otimizado novamente. Nesta oportunidade, essa variavel foi
otimizada utilizando-se a abordagem univariada, para maximizar a
eficiéncia de extragdo e frequéncia analitica. Os resultados deste estudo
sdo mostrados na Figura 23.

Figura 23. Otimizacdo do tempo de extracdo para extracdo dos agrotdxicos
parationa metilica (m) difenoconazol (m) e clorpirifés (m) em suco de uva
usando HF-DLLME e detecgdo por HPLC-DAD.
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Fonte: Dados primérios (2014).

O tempo de extracdo Otimo para 0s agrotdxicos estudados foi
definido em 60 min, uma vez que nesse tempo os analitos difenoconazol
e clorpirifdés apresentaram a melhor eficiéncia de extracdo e para a
parationa metilica a eficiéncia foi maior que 90%.

Apos a otimizagdo do tempo de extracdo para a técnica de HF-
DLLME para a determinacdo de 3 agrotéxicos em suco de uva, as
condi¢des 6timas para técnica foram: membranas (2cm) recobertas com
dodecanol; volume de 9 mL de suco de uva sem adicdo de NaCl, em pH
6; volume de 250 pL de sistema de solventes extrator:dispersor
(hexano:acetona) na razdo de 1:7,5 (v:v); tempo de 60 min. de extracdo
sob agitacdo magnética constante; dessor¢do em 100 uL de acetonitrila
por 10 min. em banho de ultrassom.

5.2.2 Curva analitica e pardmetro analiticos de mérito
Sob as condicfes Otimas anteriormente mencionadas, foram

investigadas as figuras de mérito do método proposto, como, limites de
detecgdo, limites de quantificacdo, faixas lineares de trabalho, as
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equacdes de regressao linear e outras caracteristicas do método, com o
objetivo de avaliar o desempenho analitico do mesmo. Os resultados sao
apresentados na Tabela 15.

Tabela 15. Figuras de mérito para determinagdo de agrotoxicos em suco de
uva utilizando HF-DLLME e detecgdo por HPLC-DAD

LoD LOQ LR RSD(%)

L. . 2

Agr'otoxmos (Mg L") (g L") (ug L) Curva analitica R a b c
Parationa 17 58 58500 Y=-1404+8112X 09983 62 114 55
metilica

Difenoconazol 19 62  62-500 Y=-4344+1425X 09980 35 138 6.2

Clorpirifés 32 107 107-500 Y=-2462 + 141X 09942 112 163 10,8

a) RSD 250 pg L™ (n=6); b) RSD 100 pg L™* (n = 3); ¢) RSD 500 ug L' (n = 3)
LR — Faixa linear de trabalho
Fonte: Dados primérios (2014).

Os resultados mostram uma excelente linearidade para todos os
analitos com coeficientes de correlacdo (R?) maiores que 0,9942. Além
disso, verificou-se que os valores de LOD e LOQ obtidos para a
extracdo da parationa metilica difenoconazol e clorpirifos utilizando a
técnica de HF-DLLME foram satisfatorios, uma vez que ambos 0s
limites de detecgdo e quantificagdo obtidos foram muito abaixo das
concentragbes maximas permitidas  (clorpirifés 0,5 mg kg,
difenoconazol 0,1 mg kg™ e parationa metilica 0,5 mg kg™), tal como
definido pelo Codex Alimentarius para estes agrotoxicos nas uvas.
Segundo a Anvisa (2002; 2008) os limites maximos de residuos para
difenoconazol e clorpirifés em uvas sdo, 200 e 500 pg kg™
respectivamente. Parationa metilica ndo é permitido para o tratamento
da uva e seus LMR nas mais diversas culturas variam entre 50 ug kg™
para cultura de feijéo até 300 pg kg™ para o algodao.

O método também mostrou precisdo aceitavel, pois os valores de
RSD (%) para as concentracOes estudadas variaram entre 3,5 e 16,3%.

De acordo com estes resultados conclui-se que a técnica de HF-
DLLME apresenta detectabilidade e aplicabilidade adequada aos
padrdes normativos atuais, no Brasil e exterior, para a determinacéo de
agrotéxicos em amostras de suco de uva.

5.2.3 Analise de amostras de suco de uva integral
Para avaliar o desempenho do método aqui apresentado, duas

amostras de suco de uva puro (Suconelli e Aurora), adquiridas em um
supermercado local, foram analisadas. Uma vez que nenhum material de
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referéncia certificado semelhante as amostras analisadas neste estudo
estava disponivel, testes de recuperacdo foram realizados utilizando a
técnica de adicdo padrdo para verificar a exatiddao do método.

Para a amostra de suco da marca Suconelli, as equagfes das
curvas analiticas para parationa metilica, difenoconazol e clorpirifés
foram, respectivamente, Y = -5274,7 + 863,6X, Y = -2672,3 + 615,8X e
Y = -2281,9+ 166,7X. Para a amostra de suco de Aurora, as equagdes
correspondentes foram Y = -8118,9+ 856,9X, Y = -6990,7 + 726,8X e Y
=-3936,9+ 215,4X. Foram obtidos bons valores para as recupera¢des de
parationa metilica, cerca de 105%, em amostras de suco de uva. Em
contrapartida, para difenoconazol e clorpirifés as recuperagdes a partir
da matriz foram baixas para o primeiro (entre 43 e 51%) e elevada para
o0 Ultimo (entre 117 e 152%), indicando uma interferéncia de alguns dos
componentes da matriz do suco no processo analitico de extracdo. Estes
resultados indicam que o processo HF-DLLME deve ser calibrado para
cada amostra a ser analisada, utilizando uma curva de adi¢do de analito.
O procedimento de diluicdo da amostra, que pode ser uma ferramenta
para diminuicdo do efeito matriz em um procedimento de extracdo, ndo
foi testado, pois um dos principais objetivos deste estudo foi analisar a
amostra apenas realizando a sua homogeneizacdo anteriormente a
aplicacdo da técnica de HF-DLLME. Além disso, verificou-se que os
valores obtidos para os trés agrotoxicos em ambas as amostras foi
inferior ao limite de deteccdo do método. Um cromatograma tipico
obtido neste estudo pode ser visto na Figura 24.

Figura 24. Cromatogramas de suco de uva fortificado com os trés
agrotéxicos (277 ug L™) detectados por HPLC-DAD. Registros realizados
em 235 nm para difenoconazol (15,9 min), 273 nm para parationa metilica
(14,6 min) e 289 nm para clorpirifés (17,5 min)
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Condigdes cromatograficas: Fase movel foi constituida de dois solventes, sendo eles,
uma solugéo aquosa (solvente A) e acetonitrila (solvente B), a uma vazdo de 1,0 mL
min™. O programa de eluigdo por gradiente foi de 95% a 5% de A durante 10 min,
manteve-se por mais 10 min. com 5% de A, com o retorno de forma linear para 95%
de A durante um minuto. Essa condi¢do foi mantida por mais 4 minutos, totalizando
em 25 minutos cada corrida cromatogréafica. Os agrotdxicos foram monitorados pelo
detector de DAD na faixa 235, 273 and 289 nm.

Fonte: Dados primérios (2014).

5.2.4 Comparacéo do método de HF-DLLME com outros métodos
de concentracdo de amostras

A Tabela 16 mostra que o método proposto apresenta semelhante
desempenho de extracdo para os analitos alvo, quando comparado com
outros métodos relatados, considerando os aspectos, tais como tempo de
extracdo, intervalo linear e LOD.

Tabela 16. Comparag¢do do método proposto de HF-DLLME com outras
técnicas de pré-concentracdo para determinacgdo dos agrotdxicos estudados.

Técnica de Tempo de Faixa linear LOD
Agrotoéxico Matriz preparo extragdo (nugL')ou (ugL?)ou Referéncia
(min)  (pgkg') (Mg kg)
Suco de (BEDENDO; JARDIM;
laranja HF-MMLLE= 35 200-10000 60 CARASEK. 2010)
Difenoconazol (FARAJZADEH; MOGADDAM;
Mel ET-DLLME 12 0,2-45 0,07 GHORBANPOUR, 2014)
Sucodeuva HF-DLLME 60 62-500 19 Este método
Suco de a (BEDENDO; JARDIM;
laranja HF-MMLLE 35 200-10000 70 CARASEK. 2010)
— . (SEEBUNRUENG;
Clorpirifés  Uva, m?lanc'a’ VLLMESSID® 1 0,5-500 0,05 SANTALADCHAIYAKIT;
melao SRIJARANAI, 2015)
Sucodeuva HF-DLLME 60 107-500 32 Este método
. (SEEBUNRUENG;
Uva, mTla”C'a‘ VLLME-SID®  1c 1-500 03 SANTALADCHAIYAKIT;
Parationa meido SRIJARANAI, 2015)
metilica : ; (GUTIERREZ VALENCIA;
Tecido bovino MSPD-SPE¢ 500-10000 40 GARCIA DE LLASERA, 2011)
Sucodeuva HF-DLLME 60 58-500 17 Este método
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a)Extracdo com fibra oca acoplada com extracdo liquido-liquido em membrana microporosa
(HF-MMLLE) e deteccéo por LC- MS/MS

b) Microextracdo liquido-liquido com solvente de baixa densidade assistida por Vortex
acoplada a desemulsificacdo induzida por sal (VLLME-SID) detec¢édo por HPLC

c) Tempo de preparo de amostra néo foi relatado no estudo.

d)Dispersdo da matriz em fase sélida acoplada com extracdo em fase sélida (MSPD-SPE) e
detectada por HPLC-DAD

e)Microextragdo liquido-liquido dispersiva combinada a temperatura elevada acoplada com GC
com detector de Nitrogénio e Fdsforo.

O tempo de extragdo da técnica de HF-DLLME foi um pouco
mais longo do que a média, porém apresentou menor LOD quando
comparado com técnicas semelhantes, usando fibras ocas com 0 mesmo
tipo de matriz. Em relacdo aos métodos DLLME, cabe ressaltar que a
técnica proposta de HF-DLLME nao requer centrifugacdo das amostras,
logo necessitam de menor manuseamento da amostra, 0 que reduz a
probabilidade de perda de analitos ou contamina¢do da amostra. Além
disso, é importante enfatizar que o LOD foi calculado utilizando os
pardmetros da curva, o que geralmente acarreta valores superiores,
porém mais realistas quando comparado com aqueles métodos que
utilizam a relagdo sinal/ruido. A faixa linear de trabalho foi menor,
principalmente, devido a elevada detectabilidade do método. Por isso,
HF-DLLME apresenta eficiéncia de extracdo semelhante a outras
técnicas de extragdo, porém é menos laboriosa.

5.3 CONCLUSOES PARCIAIS

O método desenvolvido por HF-DLLME seguido de analise por
HPLC-DAD apresentou-se eficiente para a extracdo e concentragdo dos
agrotoxicos parationa metilica, difenoconazol e clorpirifés analisados a
partir de amostras de sucos de uva. Esta metodologia é de facil
aplicacdo, utiliza pequenas quantidades de solventes organicos sem
necessitar de solventes clorados. Desta forma, considera-se 0 método
proposto ecologicamente correto mostrando grande potencial para
aplicacdo na determinacdo de outros contaminantes alimentares e
ambientais. Além disso, 0 método apresentou detectabilidade suficiente
para a determinacdo destes agrotdxicos, e como toda a otimizagdo foi
realizada na propria matriz, espera-se efeitos de matriz minimos para
aplicacdo da metodologia em amostras de suco de uva de origens
diversas. A utilizacdo da membrana porosa de polipropileno possibilitou
uma excelente limpeza da amostra, concomitantemente com a
concentracao.
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6 CONCLUSAO

Neste trabalho foi proposta, pela primeira vez, a combinagéo
simultanea das técnicas de HF-LPME e DLLME para aplicacdo direta
em sucos. A partir deste conceito, dois estudos foram desenvolvidos
utilizando a metodologia proposta, a qual foi denominada de
microextracdo liquido-liquido dispersiva suportada com membrana oca
(HF-DLLME).

O primeiro estudo foi a determinacdo de aflatoxinas (AFB1,
AFB2, AFG1 e AFG2) em suco de soja por HPLC-FLD. O segundo
estudo realizado foi a determinacdo de 3 agrotdxicos (parationa metilica,
difenoconazol e clorpirifés) em suco de uva utilizando a técnica
proposta e posterior quantificagdo por HPLC-DAD. Dentre as principais
vantagens encontradas com o uso desta abordagem, em comparagdo com
técnicas tradicionais de preparo de amostra como LLE ou ainda técnicas
modernas como DLLME, destacam-se: 0 aumento da seletividade, uma
vez que a fibra oca devido a suas caracteristicas microporosas serve
como um filtro para exclusdo de macromoléculas (p.ex. proteinas); o
uso de pequenas quantidades de solventes orgénicos; ndo utilizagdo de
solventes clorados. Cabe ressaltar, que neste estudo ndo foram utilizadas
outras técnicas para purificacdo/diluicdo da amostra, anterior a etapa de
extracdo, ou seja, as amostras passaram somente pelo processo de
homogeneizacao por agitagdo manual.

Quanto aos parametros analiticos ou figuras de mérito os
resultados dos dois estudos mostraram-se satisfatorios quanto aos
requisitos de precisdo intra e interdia e exatiddo, estabelecidos pelas
principais 6rgdos normalizadores de metodologias analiticas.

Apesar de a HF-DLLME apresentar tempo de analise longo (70-
90 min.) ela permite a extracdo simultdnea de amostras, aumentando a
frequéncia analitica da técnica. Além disso, esta nova técnica tem um
grande potencial para uso em sistemas automatizados como Well Blade
96 0 que acarretaria menor tempo de analise para uma amostra (1-2
min.). Também foi observado efeito matriz quando a técnica foi aplicada
em sucos concentrados de uva, porém esse problema pode ser
facilmente solucionado utilizando artificios como a diluicdo da amostra
e fazendo a calibracdo dos analitos com padrdo interno.

E importante enfatizar, que o controle de qualidade de sucos de
frutas, bem como de produtos derivados da soja, quanto a contaminagao
por aflatoxinas e agrotdxicos é de grande importancia. Isso se deve, pois
estes produtos além de serem amplamente produzidos e consumidos no
Brasil, s&o comumente direcionados ao publico infantil.
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Além disso, no caso da determinacdo de aflatoxinas em suco de
soja, 0S programas governamentais, ainda ndo incluem ou especificam
0s niveis toleraveis dessas micotoxinas em produtos derivados dessa
leguminosa. N&o obstante, existe a necessidade da regulamentacdo dos
LMR nesses produtos, uma vez que sao passiveis de contaminacdo. Em
contrapartida, as regulamentacfes para os trés agrotdxicos, estdo bem
documentadas para uvas de mesa e para producao de vinho, porém ainda
ha a necessidade da inclusdo de outros tipos de derivados como é o caso
dos sucos.

Embora ndo existam LMR especificos para 0s compostos nas
matrizes estudadas, os LOD e LOQ, obtidos em ambos os trabalhos,
atendem aos LMR estabelecidos pelos principais 6rgdos reguladores
nacionais e internacionais se comparados com matrizes similares.

Portanto, a partir dos resultados encontrados verificou-se que a
combinag&o das técnicas de HF e DLLME é um procedimento eficiente
para a extracdo de aflatoxinas e agrotoxicos em sucos de soja e de uva,
respectivamente. Além disso, a técnica de HF-DLLME apresenta-se
como uma excelente alternativa devido a algumas caracteristicas, tais
como: baixo consumo de solvente orgénico, ndo uso de solventes
clorados, ndo necessidade de centrifugacdo, baixo custo e facil
aplicacdo. Além disso, esta nova técnica tem um grande potencial para
uso em sistemas automatizados.
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