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RESUMO 

 

Os cresóis estão presentes principalmente em produtos defumados, onde através da 
queima da madeira ocorre a sua formação. Quando ingeridos, podem causar problemas 
cardiovasculares, respiratórios e inflamação no colón. A extração Sólido-Líquido com 
Purificação em Baixa Temperatura (ESL-PBT) viabiliza a extração eficiente dos analitos 
alvo em amostras de bacon defumado, enquanto a análise cromatográfica possibilita a 
quantificação de cresóis nessas amostras. O método desenvolvido, sob condições de 
repetitividade, apresentou resultados positivos, pois apresentou taxa de recuperação entre 
90 a 105% e um desvio padrão relativo entre 3 e 9%. O limite de quantificação (LQ) foi 
correspondente a menor concentração de 20 µg L-1 no extrato final, sendo a menor 
concentração possível para a quantificação de cresóis em bacon.Curvas de calibração 
foram preparada nos níveis de 20, 100, 300 e 500 µg L-1 para os padrões em solvente, e 
para os padrões na matriz, foram preparadas nas concentrações de 20, 100, 200, 300, 400 
e 500 µg L-1. O método foi linear para a curva em extrato da matriz, pois o coeficiente 
angular da curva foi superior a 0,99. As respostas cromatográficas diminuíram no 
decorrer das análises, o que caracteriza um efeito de matriz negativo. A ESL-PBT 
apresentou melhores resultados quando comparado ao método QuEChERS. As amostras 
reais de bacon defumado apresentaram altas concentrações de cresóis, variando de 62 a 
1204 µg kg-1. 
 

Palavras-chave: Bacon; Isômeros do Cresol; ESL-PBT; Contaminante Químico.  
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1 INTRODUÇÃO 
 

A defumação de alimentos é uma tecnologia usada para preservar e conferir sabor, 

cor e textura desejáveis aos alimentos. O processo de defumação, tradicional ou industrial, 

pode ser realizado pela exposição dos alimentos à fumaça obtida da queima de madeira 

(Yin et al., 2021). A lignina é um constituinte da madeira e, quando aquecida a uma 

temperatura de 350 °C, produz subprodutos como o-cresol, m-cresol e p-cresol (Guillen 

e Ibargoitia 1999, Pereira et al., 2022, Rigling et al., 2023). Até agora, a presença desses 

isômeros de cresol em alimentos defumados tem sido de considerável importância para 

as propriedades organolépticas dos produtos defumados (Ojeda et al., 2002, Kostyra e 

Barytko-Pikielna, 2006), contudo, eles causam potenciais efeitos tóxicos nos humanos, 

diminuindo a qualidade de vida. 

Os cresóis são compostos fenólicos metilados, conhecidos como poluentes 

orgânicos ambientais devido ao seu caráter refratário e alta toxicidade para plantas, 

animais e humanos (Duan et al., 2018, Yang et al., 2022, Kadia e Chhaya, 2023). A 

Agency for Toxic Substances and Disease Registry dos Estados Unidos (ATSDR) inseriu 

os cresóis na lista de substâncias prioritárias devido à sua frequência, toxicidade e 

potencial de exposição humana (ATSDR, 2022). No Brasil, o Conselho Nacional do Meio 

Ambiente (CONAMA, 2006), através da Resolução nº 375/2006, estabeleceu um limite 

máximo de resíduos (LMR) para cresóis totais (Σ cresol = 160 µg kg-1) em solos tratados 

com lodo de esgoto. 

Quanto aos impactos na saúde humana, o p-cresol tem sido o isômero mais 

investigado, pois pode ser produzido no cólon a partir do metabolismo da tirosina por 

bactérias endógenas (Saito et al., 2018, Harisson et al., 2022). Níveis elevados de p-cresol 

no sangue têm sido associados a doença renal crônica (Levey et al., 2007, Rong e Kiang 

2020), problemas cardiovasculares (Liu e Tomino, 2018), inflamação do cólon (O´Keefe 

2016) e síndrome do espectro autista (Persico e Napolioni, 2013). Além disso, estudos in 

vitro demonstraram que o p-cresol em altas concentrações é genotóxico para colonócitos 

(Andriamihaja et al., 2015). 

Assim, os níveis de cresol em alimentos defumados são preocupantes e precisam 

ser investigados. Entre os alimentos defumados, o bacon se destaca devido ao seu alto 

consumo em todo o mundo (Muneka et al., 2021). O consumo global de bacon é de cerca 

de 6 kg/pessoa/ano e, em 2022, o mercado global de bacon alcançou US$ 68,5 bilhões, 

com uma taxa de crescimento anual média de 3,6% (Index Box Market Intelligence, 
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2024). No Brasil, de acordo com a Associação Brasileira da Indústria de Alimentos 

(ABIA, 2024), o consumo de bacon atingiu 90.000 toneladas/ ano.  

A investigação de compostos fenólicos em alimentos requer um procedimento de 

extração e subsequente análise instrumental. Shishov et al. (2020) propuseram uma 

mistura eutética profunda baseada em microextração com membrana para a determinação 

de compostos fenólicos em salsichas e peixes defumados. Vakh et al. (2017) 

desenvolveram um método de quimioluminescência com injeção em fluxo para a 

determinação de fenóis em amostras de salsichas defumadas, baseado no acoplamento da 

extração sólido-líquido assistida por ultrassom com separação por difusão gasosa. Já, Du 

et al. (2021) utilizaram a microextração em fase sólida (SPME) para determinar fenóis 

em amostras de bacon defumado.  

A extração sólido-líquido com purificação a baixa temperatura (ESL-PBT) é uma 

alternativa viável para extrair contaminantes orgânicos em matrizes lipofílicas 

(Magalhães et al., 2013, Rubensan et al., 2013, Sousa et al., 2014, França et al., 2015, 

Cheibub et al., 2019), pois é acessível, fácil de realizar, permite a extração de analitos e 

limpeza de extratos (partição e purificação) simultaneamente e é compatível com 

qualquer análise cromatográfica. Esta técnica consiste em adicionar água à amostra com 

baixo teor de umidade, seguida de acetonitrila, e a mistura é devidamente homogeneizada. 

O equilíbrio água-acetonitrila é quebrado a -18 °C e os componentes da matriz são retidos 

na água congelada enquanto a acetonitrila líquida extrai os analitos alvo. 

A Cromatografia Gasosa (CG) tem sido a melhor opção para identificar e 

quantificar os três cresóis individualmente, embora exija uma etapa de derivatização 

prévia para separar os isômeros m-cresol e p-cresol em uma coluna capilar comercial 

(Kovács et al., 2008 e Xu et al., 2020). A quantificação de cresol em níveis de traço pode 

ser realizada por espectrômetro de massa (EM) (Kovács et al., 2008 e Xu et al., 2020). 

O objetivo do trabalho foi otimizar e validar a ESL-PBT e análise por 

cromatografia em fase gasosa acoplada à espectrometria de massas para quantificar 

cresóis em amostras de bacon defumado. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO  
 

2.1 Bacon  
 

  Bacon é o produto cárneo obtido da parede torácico-abdominal de suínos, que vai 

do esterno ao púbis, com ou sem costela, com ou sem pele, com adição de ingredientes, 

curado, defumado, cozido ou não (MAPA, 2023). No Brasil, a produção de bacon ocupa 

400 mil trabalhadores de toda cadeia produtiva segundo a Associação Brasileira de 

Indústria de Alimentos (ABIA, 2023), sendo a região sul do país a responsável por cerca 

de 50% da produção nacional.  O bacon possui uma quantidade significativa de lipídeos.  

Os valores nutricionais para o produto frito são apresentados na Tabela 1.  

Tabela 1 -Valores nutricionais  para porção de 100 g de bacon frito 

Componentes Valor por 100 g 

Umidade (g) 7,50 

Carboidrato total (g) 0,44 

Proteína (g) 27,3 

Lipídios (g) 64,3 

Cinzas (g) 0,47 

Fonte: TBCA – Tabela Brasileira de Composição de Alimentos, 2024 

 A técnica de defumação é uma das mais antigas formas de conservar alimentos 

(Stumpe- Viksna et al., 2008; Sokamte et al., 2020). O processo consiste na exposição do 

alimento à fumaça produzida pela combustão incompleta de determinadas madeiras 

(EMBRAPA, 2021).  A defumação de alimentos pode ser realizada por duas vias:  a 

defumação convencional e a defumação pela aspersão de fumaça líquida (Gonçalves et 

al., 1998). No processo mais simples de defumação, o bacon é acondicionado em câmeras 

aquecidas pela combustão de madeiras, quando acontece a deposição da fumaça no 

produto (Torezan et al., 2021).  
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 As características sensoriais do produto dependem de diversos fatores, dentre eles 

o tipo e a umidade da madeira, além da temperatura de pirólise, uma vez que todos esses 

fatores influenciam na composição química da fumaça que permeia os produtos (Sokamte 

et al., 2020). O tipo de madeira pode ser combinado durante o processo de defumação 

para realçar o sabor da carne. Uma variedade de madeira usada na defumação é o zimbro, 

comumente empregado para aprimorar o sabor dos alimentos defumados. O carvão 

vegetal tem sido amplamente utilizado como fonte de energia no preparo de alimentos, 

como na defumação de carnes, sendo visto como uma opção de lenha menos perigosa 

(Stumpe-Viksna et al., 2008) 

2.2 Cresóis 
 

Os cresóis são compostos orgânicos aromáticos classificados como fenóis. 

Atualmente, não há limite de resíduos em alimentos, apenas em amostras de lodo de 

esgoto. Na Tabela 2 são apresentados as características físico-química dos três isômeros 

de cresóis.  

 

Tabela 2 - Estrutura e propriedades físico-química dos três isometos de cresóis 

Propriedades o-cresol m-cresol p-cresol 
 
 
 

Estrutura 
química 

OH

 

OH

 

OH

 

 

Fórmula 
Molecular 

 

C7H8O C7H8O C7H8O 

Número CAS 
 

95-48-7 108-39-4 106-44-5 

Massa molar 
 

108,14 g/mol 108,14 g/mol 108,14 g/mol 

Ponto de 
ebulição 

 

197,0 °C 203, 0 °C 202,5 °C 

Ponto de fusão 
 

31 °C 8 – 10 °C 35 °C 
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Pressão de 
vapor 

 

3.1 hPa (60°C) < 1 hPa (20 °C) 0.147 hPa (25°) 

Solubilidade 
em água 

(25° C) (g/L) 
 

 
25,95 

 
22,70 

 
21,52 

Kow  1,95 1,96 1,94 
 Fonte: PubChem Compound Summary 
 Estrutura feita no software chemwindow, 2024.  

 

  Os cresóis migram preferencialmente para acetonitrila, devido a sua baixa 

solubilidade em água e coeficiente de partição octanol/água (Kow), como demostrados 

na Tabela 2. Os isômeros de cresóis são empregados individualmente ou combinados na 

fabricação de desinfetantes, conservantes, corantes, fragrâncias, herbicidas, inseticidas, 

explosivos, e também como antioxidantes para estabilizar óleos lubrificantes, 

combustíveis, borracha, polímeros, elastômeros e alimentos. Alguns cresóis são 

utilizados como conservantes de madeira, solventes para revestimentos de resina 

sintética, desengordurantes, flotação de minérios, tintas e produtos têxteis (Sanders et al., 

2009).  

A pirólise da lignina é responsável pela maioria dos aromas dos defumados. Os 

componentes derivados da lignina incluem fenóis, ésteres fenólicos, seus homólogos e 

derivados com grupos substituintes como metila, etila, propila, vinila, alila e propileno 

(Brustolin, 2013). A formação da lignina ocorre sempre na posição para do hidroxilo 

fenólico e geralmente não ultrapassa três átomos de carbono (Brustolin, 2013). O ácido 

ferúlico é um composto intermediário na degradação térmica da lignina, sendo a pirólise 

responsável pela produção posterior de produtos fenólicos após a descarboxilação 

(Brustolin, 2013). 

 

2.2 Extração Sólido Líquido com Purificação em Baixa Temperatura (ESL-PBT) 
 

As técnicas de preparo de amostras mais usualmente utilizadas para extração de 

contaminantes atualmente são:  extração em fase sólida (EFS), extração líquido-líquido 

(ELL), método QuEChERS, Microextração líquido-líquido dispersiva (MELLD), 
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microextração em fase sólida (MEFS), e extração sólido-líquido com purificação em 

baixa temperatura (ESL-PBT).  

A extração em fase sólida (EFS) é um processo que utiliza sorventes acondicionados 

em cartuchos, normalmente na forma de seringa. Esse processo consiste em cinco etapas, 

sendo elas: (I) a ativação do sorvente, (II) o condicionamento do sorvente com solvente 

adequado para ajustar as forças de eluição do sorvente com o solvente das amostras, (III) 

a introdução da amostra, quando ocorre a retenção do analito e, algumas vezes, de alguns 

interferentes, (IV) a limpeza da coluna para retirar os interferentes menos retidos que o 

analito e (V) a eluição e coeluição do analito (Lingeman; Hoekstra-Oussoren, 1997). 

Na extração líquido-líquido (ELL) ocorre a partição da analito entre duas fases, sendo 

elas a orgânica e a aquosa. Na ELL, é normalmente, utilizada um funil de separação e 

pode ser empregado um grande número de solventes puros e disponível comercialmente. 

Porém, as amostras com alta afinidade pela água são parcialmente extraídas pelo solvente 

orgânico, o que resulta na perda do analito (Queiroz; Collins; Jardim; 2001).  

O método QuEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, Safe) 

(Anastassiades et al., 2003) é um procedimento de preparação de amostras que envolve 

uma extração líquido-líquido com base no fenômeno de salting-out (Donzelli Neto, 

2019).    

A técnica de microextração líquido-líquido dispersiva (MELLD) se baseia na 

partição dos analitos entre duas fases que não se misturam, uma aquosa e outra orgânica. 

O processo envolve duas etapas: a primeira inclui a adição de uma mistura apropriada de 

solventes extrator e dispersante à amostra aquosa com os analitos, e a segunda etapa 

consiste na centrifugação da solução turva e na transferência da fase sedimentada para 

um recipiente para a análise dos analitos (Martins et al. 2012) 

A microextração em fase sólida (MEFS) é geralmente realizada utilizando fibras, as 

quais são utilizadas como dispositivo de extração, absorção ou adsorção dos analitos 

(Kataoka e Saito, 2011).   

A extração sólido-líquido com purificação e baixa temperatura (ESL-PBT) envolve 

a interação da amostra sólida com um solvente menos denso que a água, com um ponto 

de fusão menor que - 20 °C.  Posteriormente, o sistema é agitado e mantido a baixas 

temperaturas. A fase aquosa congela e o solvente orgânico permanece líquido e nela 

contém o analito que serão analisadas por cromatografica (Rosa, 2014). A ESL-PBT 

mostrou-se uma técnica favorável para alimentos, sendo aplicado em variadas matrizes 
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como manteiga (Marthe et al., 2010), alface (Costa, 2011), abacaxi (Moraes et al. 2014), 

cenoura (Araújo et al., 2016), abobrinha (Rodrigues et al., 2018) e morango (Heleno et 

al., 2019). Além disso, tem sido eficaz na detecção de agrotóxicos em alimentos e outras 

amostras por cromatografia (Rodrigues et al., 2018). 

 

2.4 Derivatização   
  

A derivatização é um processo químico de modificação de compostos com 

finalidade de gerar novos compostos com melhores propriedades (Schummer et al., 

2009). O processo de derivatização pode ocorrer por esterificação, acilação e sililação 

(Lorres et al., 1999). A sililação é o procedimento de derivatização utilizado para análises 

de cromatógrafo a gás acoplado ao espectrômetro de massas CG-EM (Knapp,1979, apud 

Segura et al., 1998). Alguns dos agentes de sililação frequentemente utilizados são o 

trimetilclorossilano (TMCS), trimietilsililimidazol (TMSI), N-metil-

trimetilsililtrifluoroacetamida (MSTFA), N,O-bis-(trimetilsilil)trifluoroacetamida 

(BSTFA) e N-(t-butildimetilsilil)-N-metiltrifluoroacetamida (MTBSTFA). Sua 

capacidade de sililação, alta volatilidade e os subprodutos resultantes são os principais 

fatores por trás de sua ampla aplicação (Segura et al., 1998).  

A separação eficiente de misturas de isômeros de xilenos, cresóis, xilenóis, 

toluidinas e xilidinas é um desafio significativo (Peng et al., 2016). Portanto, a distinção 

entre o orto-cresol e o para-cresol não é fácil, sendo a silanização uma técnica eficaz para 

a derivatização de álcoois e fenóis (Xu et al., 2020). 

 

2.5 Validação do método analítico  
 

A validação deve demonstrar que o método analítico produz resultados confiáveis 

e é adequado à finalidade da qual se destina (ANVISA, 2017), sendo um processo 

essencial para garantir a precisão e confiabilidade dos resultados obtidos.  No Brasil, há 

três agências que são responsáveis em regular os procedimentos a serem utilizados 

durante a validação do método analítico, das quais: Agência Nacional de Vigilância 

Sanitária (ANVISA), Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA) e 

Instituto Nacional de Metrologia, Normatização e Qualidade Industrial (INMETRO). 
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Alguns parâmetros a serem validados são: seletividade, exatidão, precisão, limite de 

quantificação e linearidade. No quadro 1 é possível encontrar as definições para cada 

parâmetro mencionado anteriormente.  

Quadro  1 - Parâmetros dos processos de validação para metodologias analíticas 

Parâmetro Conceito Referência 
 
 

 
Seletividade 

 
É o grau que permite 
quantificar o analíto na 
presença de outros analítos, 
matrizes ou outros 
interferentes.  

 
 
 

(AOAC, 2002) 

 
 
 

 
Exatidão 

 
Grau de concordância entre 
os resultados individuais 
do método em estudo em 
relação a um valor aceito 
como verdadeiro. 
 
 

   
 
 

 
(ANVISA, 2017) 

 
 

Precisão 
 

Avalia a proximidade entre 
os resultados obtidos por 
meio de ensaios com 
amostras preparadas 
conforme descrito no 
método analítico a ser 
validado. 

 
 

(ANVISA, 2017) 

   
 

Limite de Quantificação 

 Representa a menor 
concentração a ser 
analisada da substância de 
interesse 

 
 

(IMETRO, 2003) 

 
Linearidade 

Propriedade utilizada para 
fazer medições numa faixa 
de concentrações   

 
(EURACHEM, 2002) 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 
 

3.1 Reagentes 
 

Os padrões analíticos individuais de o-cresol, m-cresol e p-cresol foram 

adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, USA), com pureza superior a 99,9% (m/m). 

Soluções padrão individuais dos cresóis foram preparadas em acetonitrila grau HPLC 

(Êxodo Científica, São Paulo, Brasil) na concentração de 500 mg L-1. A partir destas 

soluções estoque foi preparada uma solução padrão intermediária com os cresóis (o, m, 

p-cresol) a 40 mg L-1. Essa solução foi diluída para 4 mg L-1 a fim de preparar uma solução 

de trabalho. 

Durante a extração foi utilizada acetonitrila grau analítico da Êxodo Científica 

(Sumaré, Brasil). A derivatização foi realizada com anidrido acético, piridina (99,8% 

m/m) e BSTFA [N,O-Bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamide], todos da Sigma-Aldrich (St. 

Louis, USA). Sete sorventes foram avaliados no estudo de limpeza dos extratos: carvão 

ativado da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil), sílica gel da Carvalhaes (Rio Grande do Sul, 

Brasil), florisil da Mallinckrodt Chemicals  (Phillipsburg, NJ), HLB (Hidrophilic-

lipophilic balance) da Waters Corporation  (Milford, USA ), alumina da Micro Abrasives 

(Westfield, USA), PSA (Primary Secondary Amine) e C18 ambos da Sigma-Aldrich(St. 

Louis, USA). Todos os sorventes foram condicionados três vezes com acetonitrila e secos 

em estufa a 40 °C antes do uso.  

Bicarbonato de sódio da Cromato Produtos Químicos (São Paulo, Brasil) e sulfato 

de sódio anidro (99,8% m/m) da Sigma Aldrich(St. Louis, USA) foram submetidos ao 

aquecimento na mufla a 300 °C por 2 h para a remoção de possíveis interferentes. 

 

3.2 Amostra de bacon livre de cresol  
 

Uma amostra de bacon fresco (±220 g) foi colocada em fritadeira elétrica 

(Mondial, AF- 30) pelo tempo de 45 min a uma temperatura de 90 °C. Posteriormente, 

ela foi triturada em um processador elétrico (Britânia, 2P)  e armazenada no freezer 

(Consul, CRD36) a -18 °C. Essa amostra foi utilizada na etapa de otimização e validação 

do método proposto. 
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3.3 Equipamentos laboratoriais 
 

Para o preparo de amostras foi utilizado uma balança analítica (Shimadzu, São 

Paulo, Brasil), um vórtex (Scilogex, Rocky Hill, USA), um banho ultrâssonico 

(UNIQUE/ USC-1400, São Paulo, Brasil), uma centrífuga (Kindly/KC5, São Paulo, 

Brasil) e uma mesa agitadora a 160 rpm (Nova Ética/304- TPAE, São Paulo, Brasil).  

 

3.4 Análise instrumental  
 

Os extratos foram analisados utilizando um cromatógrafo a gás da Agilent 

Technologies (CG 7890A) acoplado a um espectrômetro de massas (EM 5975C). Uma 

coluna capilar de sílica fundida SLB-5ms da Merck (Darmstadt, Germany) com 30 m 

de comprimento x 0,32 mm de diâmetro interno x 0,25 µm de espessura do filme interno 

foi usada para separação dos compostos. Hélio (pureza de 99,999%) foi utilizado como 

gás de arraste a uma taxa de 1 mL min-1. O injetor split/splitless foi mantido a 280 °C e 1 

µL de amostra foi injetado com razão de split 1:5, utilizando o autoinjetor CombiPAL. A 

programação de temperatura do forno iniciou em 75 °C (1 min) e, em seguida, foi 

aquecido até 115 °C,  até 220 °C a uma taxa de 30 °C min-1, totalizando um tempo de 

12,5 min de análise cromatográfica. O espectrômetro de massas foi operado no modo de 

ionização por impacto de elétrons a 70 eV em um analisador de massas tipo quadrupolo. 

A interface foi mantida a 280 °C e a fonte de íons a 230 °C. O controle e obtenção de 

dados foram feitos com o software ChemStation (E.02.02.1431 copyright© 1989-2011) 

da Agilent Technology. As análises foram realizadas no modo de monitoramento de íons 

seletivo (MIS), sendo selecionados os íons m/z = 107, 108 e 150 para os cresóis acetilados 

e m/z = 91, 165 e 180 para os cresóis silanizados.  

Um espectrofotômetro UV/Visível da Agilent Technologies (Cary 60) foi 

utilizado para a análise de extratos na região de 200 a 720 nm. 

 

3.5 Fortificação  
 

Para a otimização do método, as amostras de bacon livre de cresóis foram 

fortificadas com 100 µL de solução padrão de cresóis em acetonitrila a 4 mg L-1, 
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correspondendo a 0,133 mg kg -1. As amostras foram mantidas em repouso,  à temperatura 

ambiente (25 °C), durante 15 min, para incorporação dos cresóis na matriz.  

 

3.6 Método de extração  
 

Para determinar as condições ótimas do método de extração proposto, alguns 

parâmetros que podem afetar a extração dos cresóis, em bacon, bem como a limpeza dos 

extratos, foram avaliados univariadamente de acordo com os parâmetros descritos 

sucintamente na Tabela 3. O teste de médias foi realizado utilizando a análise de variância 

pelo método de Tukey. 

Tabela 3 - Parâmetros otimizados na extração de cresóis em bacon empregando a ESL-
PBT 

Parâmetros Níveis 

Massa de amostra 3,00 e  4,00 g 

Força iônica 0, 300 e 500 mg de NaHCO3 

Homogeneização: amostra + água Vórtex 0 e 30 s 

Homogeneização: amostra + água + solvente Vórtex (30 s), ultrassom (10 min) e 

mesa agitadora (15 min) 

Sorventes C18, PSA, HLB, carvão ativado, sílica, 

florisil e alumina 

 

Durante a otimização da ESL-PBT, amostras de bacon (Tabela 3) foram 

transferidas para vial de vidro transparente de 22 mL e fortificadas. Posteriormente, foi 

avaliado o efeito da mistura de pequenas quantidades de NaHCO3 à amostra (Tabela 3). 

Em seguida, 4 mL de água foi adicionada ao vial e nesta etapa foi avaliada a necessidade 

de homogeneização do sistema amostra + água em vórtex por 30 s (Tabela 3). Ao mesmo 

vial foi adicionado 8 mL de acetonitrila e em seguida, foi submetido a um dos modos de 

homogeneização, conforme apresentado na Tabela 3. Posteriormente, o vial foi mantido 

no freezer a -18 °C por 40 min. Cerca de 2 mL de fase orgânica líquida foram transferidas 

para um tubo falcon contendo 340 mg de sulfato de sódio anidro. Essa massa de sal foi 
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otimizada para que toda a água remanescente na fase orgânica fosse removida. O frasco 

foi homogeneizado em vórtex por 30 s e centrifugado a 4000 rpm por 5 min. O extrato 

foi separado para a derivatização.   

 Uma etapa de clean up adicional foi avaliada empregando a extração em fase 

sólida dispersiva (d-SPE).  Para isso, a adsorção dos cresóis nos sorventes (Tabela 3) foi 

estudada transferindo 2 mL de solução padrão de cresóis a 50 µg L-1 em acetonitrila para 

tubo falcon de 15 mL contendo 50 mg de sorvente.  O tubo foi homogeneizado em vórtex 

por 30 s e centrifugado a 4000 rpm por 5 min. O sobrenadante foi derivatizado e analisado 

por CG-EM. Uma solução padrão dos cresóis na mesma concentração (50 µg L-1) foi 

derivatizada e submetida à análise cromatográfica. A recuperação dos cresóis foi 

calculada a partir da equação: % = [(Ap – As) x 100] / Ap, sendo que Ap corresponde à 

razão de área cromatográfica da solução padrão e As corresponde a área dos cresóis no 

sobrenadante.  

A limpeza dos extratos de bacon pelos sorventes foi avaliada a partir da análise 

espectrofotométrica nos comprimentos de onda (λ) entre 200 e 720 nm (UV/Visível). Para 

isso, 50 mg de sorventes (Tabela 3) foram misturados em tubo falcon (15 mL) com 2 mL 

de extratos de bacon livres de cresóis (branco) obtidos a partir da ESL-PBT. O frasco foi 

homogeneizado em vórtex por 10 s, centrifugado a 4000 rpm por 5 min e o sobrenadante 

foi analisado no espectrofotômetro. O mesmo experimento foi realizado utilizando 100 

mg de sorventes.  

Em uma última avaliação do clean up, amostras de bacon fortificadas foram 

submetidas à ESL-PBT seguida pela d-SPE com C18 (25 mg/mL de extrato). O 

sobrenadante foi derivatizado e analisado no CG-EM para avaliação da recuperação dos 

cresóis e limpeza dos extratos.  

 

3.6 ESL-PBT 
  

Nas condições ótimas de extração, 3,00 g  de bacon foram transferidos para um 

vial transparente de 22 mL, seguida pela adição de 4 mL de água à amostra e 

homogeneização em vórtex por 30 s. Posteriormente, 8 mL de acetonitrila foram 

adicionados ao frasco, homogeneizado em banho ultrassônico por 10 min e, refrigerado 

a uma temperatura de -25 °C, por 40 min. Após o congelamento, 2 mL de fase orgânica 

líquida foram transferidas para um tubo falcon de 15 mL contendo 340 mg de sulfato de 

sódio anidro. O tubo foi homogeneizado em vórtex, por 30 s, centrifugado por 5 min a 
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4000 rpm e 1,5 mL de sobrenadante foi separado para a derivatização e armazenado a -

25 °C até o momento da análise por CG-EM. 

 

3.7 Derivatização 
 

A acetilação dos cresóis foi obtida transferindo 1 mL de extrato orgânico de bacon 

para um vial de injeção de 2 mL. Ao mesmo vial foi acrescentado 20 µL piridina e 100 

µL de anidrido acético. As análises foram realizadas no período de 10 min a 4 h após a 

derivatização. 

 A silanização dos mesmos compostos foi realizada transferindo 50 µL de extrato 

orgânico de bacon para um insert de 250 µL e posteriormente 130 µL BSTFA. As análises 

por CG-EM foram realizadas com 90 min de derivatização. 

 

3.8 Calibração na matriz em um único nível 
 

Soluções padrão foram preparadas em extrato da matriz durante a otimização do 

método devido à complexidade da amostra. Para isso, amostras de bacon isentas de 

cresóis (branco) foram submetidas à ESL-PBT e o extrato obtido foi usado para preparar 

a solução padrão dos cresóis a 50 µg L-1 em balão volumétrico de 2 mL. A solução padrão 

foi derivatizada e analisada por CG-EM. A recuperação (R) dos cresóis nos extratos foi 

calculada a partir da equação: %R = (área cromatográfica do cresol no extrato/área 

cromatográfica do cresol no padrão na matriz) x100. 

 

3.9 Validação do método 
 

 O método proposto foi validado de acordo com os principais parâmetros 

apresentados no Documento No SANTE/12682/2021 (Analytical Quality Control and 

Method Validation Procedures for Pesticide Residues Analysis in Food and Feed) da 

União Europeia. 

 A seletividade do método foi avaliada comparando o cromatograma do extrato de 

amostra de bacon fortificada com os cresóis a 53,3 µg kg-1 e o cromatograma do extrato 

de amostra de bacon não fortificada (branco). 

 O limite de quantificação (LQ) do método foi determinado fortificando amostras 

de bacon (branco) em baixas concentrações. As amostras foram submetidas à ESL-PBT, 
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derivatizadas, analisadas por CG-EM e a quantificação foi realizada comparando a área 

cromatográfica dos cresóis no extrato da amostra com o padrão de calibração na mesma 

concentração, preparado em extrato da matriz. O LQ foi definido como a menor 

concentração dos cresóis que apresentou exatidão, precisão e a relação sinal ruído 

superior a 10. O ruído foi avaliado a partir de análises de extratos da matriz livres de 

cresóis (branco). 

 Inicialmente, a faixa linear de resposta do detector para os cresóis foi avaliada a 

partir das análises de padrões de calibração em solvente puro nas concentrações de 20, 

100, 300 e 500 µg L-1. A linearidade do método proposto também foi avaliada a partir das 

análises de padrões de calibração em extrato da matriz nas concentrações de 20, 100, 200, 

300, 400 e 500 µg L-1. As soluções padrão foram preparadas em três replicatas 

independentes. Os parâmetros da regressão foram estimados pelo método dos mínimos 

quadrados ordinários (MMQO) aplicado ao modelo linear. Em seguida, gráficos dos 

resíduos da regressão foram construídos e examinados para identificação de outliers 

(valores extremos) pelo teste de resíduos padronizados de Jacknife para a curva de 

calibração em extrato da matriz. O número máximo de outliers excluídos foram de 22,2% 

do número original de resultados. 

 O efeito de matriz (EM) foi avaliado comparando a inclinação das curvas 

analíticas com os padrões de calibração preparados em solvente puro e em extrato da 

matriz. A variação da resposta cromatográfica foi calculada a partir da equação: % EM = 

(1 - am/as) x 100, sendo a coeficiente angular, m matriz e s solvente.  

 

3.10 Comparação entre métodos QuEChERS  
 

O método proposto baseado na ESL-PBT foi comparado ao método QuEChERS 

(Oshiro et al., 2020). O procedimento analítico consistiu em medir cerca de 2,5 g de 

amostra de bacon defumado em um tubo falcon de 50 mL e, em seguida, foram 

adicionadas 2,5 mL de água e 5 mL de acetonitrila acidificada com ácido acético 1% 

(v/v). Posteriormente, ao mesmo tubo foi adicionado 2,0 g de sulfato de magnésio anidro 

e 500 mg de sulfato de sódio anidro, e o tubo foi homogeneizado em vórtex por 60 s e 

centrifugado, por 3 min, a 4000 rpm. Cerca de 2 mL do sobrenadante foram transferidas 

para um tubo falcon de 15 mL, contendo 300 mg de sulfato de sódio anidro e 50 mg de 

C18. O tubo foi homogeneizado, em vórtex, e centrifugado, por 3 min, a 4000 rpm. O 

extrato foi derivatizado e analisado por CG-EM.  
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3.11 Amostras reais  
 

Cinco amostras de bacon defumados de diferentes marcas foram adquiridas em 

comércio local. As amostras foram trituradas, submetidas à ESL-PBT e os extratos foram 

derivatizados com BSTFA e analisados por CG-EM.  
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

4.1 ESL-PBT 
 

Amostras de bacon fresco foram usadas no desenvolvimento do método porque 

são livres de cresóis. As amostras foram aquecidas na fritadeira elétrica para que as suas 

características fossem semelhantes ao bacon defumado. Durante o aquecimento o bacon 

teve sua massa reduzida em 1,1%, devido à perda parcial de água e lipídeos no processo. 

Posteriormente, as amostras de bacon foram trituradas a fim de aumentar a superfície de 

contato durante o processo de fortificação/recuperação.   

 Durante a otimização da ESL-PBT foi mantida a proporção de água: solvente 

orgânico de 1:2, porque nessas condições a água e a acetonitrila foram miscíveis na 

presença dos componentes da matriz. O sistema foi constituído pela amostra sólida no 

fundo do vial e a mistura de solventes logo acima da amostra. Para obter recuperação 

satisfatória e limpeza adequada dos extratos, quatro parâmetros de ESL-PBT foram 

otimizados:  

 

4.2 Massa de amostra  
 

Na Fig.1 são apresentados os resultados para a recuperação dos cresóis utilizando 

3,00 e 4,00 g de bacon. Não houve diferença estatística (α =5%) na porcentagem de 

recuperação dos cresóis em ambas as massas, porém, os resultados para o DPR utilizando 

3,00 g (DPR < 20%) foram mais satisfatórios do que usando 4,00 g de amostra (DPR > 

40%). Trabalhos que utilizaram a ESL-PBT (Rodrigues et al., 2017; Costa et al., 2015; 

Freitas et al., 2014; Rigueira et al., 2013; Pinho et al., 2010) demostraram que a 

quantidade de massa de amostra otimizada é relativa e depende de cada matriz de 

interresse. Assim, pode-se observar que a massa é um parâmetro único de cada trabalho, 

sendo que massas elavadas podem proporcionar extrações com maiores quantidades de 

compomentes da matriz, os quais inteferem diretamente na quantificação dos compostos 

(Zanzarini, 2023).  
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a = Médias seguidas por letras iguais não apresentam diferença significativa a 5% de 
significância pelo teste de tukey.  
 

 

4.3 Homogeneização da amostra com água  
 

Foi observado que a homogeneização da amostra de bacon com 4 mL de água em 

vórtex, antes da adição da fase extratora, aumenta cerca de 50% a recuperação dos cresóis 

(Fig.2). Quando a água é homogeneizada com o bacon, a amostra apresenta uma 

formação de uma emulsão. Assim, para a formação de uma emulsão faz-se necessário a 

utilização de algum tipo de agitação (Alcantra; Lima; Abreu, 2022), o que indica que a 

utilização do vórtex favorece a sua formação, que consequentemente, resulta em melhores 

resultados, pois os cresois são dispersos na emulsão e migram para acetonitrila.  
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Figura 1- Valores de recuperação (%) obtidos no processo de otimização 
das ESL-PBT para quantidade de amostra de bacon 
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Figura 2 - Valores de recuperação para homogeneização da amostra com água em vórtex 

  

a, b  = Médias seguidas por letras diferentes apresentam diferença significativa a 5% de 
significância pelo teste de tukey.  
 

4.4 Força iônica  
 

Bicarbonato de sódio( NaHCO3) é um sal que na presença de água sofre hidrólise 

e contribui para o aumento do pH do meio (pH 8,205). Dessa forma, a adição de NaHCO3 

pode influenciar tanto no pH quanto no aumento da força iônica durante a extração dos 

cresóis em amostras de bacon. A adição de sais para promover o  efeito salting out, que 

tem sido muito utilizada e depedendo da natureza do solvente a partição obtém-se 

melhores resultados para analitos polares (Prestes et al., 2009). Assim, a  incorporação 

do NaHCO3 sólido na amostra antes da adição de água e acetonitrila permite que a 

solubilização e hidrólise do sal ocorra diretamente em contato com a amostra. Embora a 

massa de 300 mg de NaHCO3 seja totalmente solúvel em 4 mL de água, os resultados 

experimentais não foram satisfatórios, pois observou-se a presença de gotículas de 

triacilglicerol no solvente orgânico após o congelamento. Já a massa de 500 mg de 

NaHCO3, que é parcialmente solúvel em 4 mL de água, contribuiu para a formação de 

uma camada lipídica consistente logo acima da amostra congelada. Como pode ser 

observado na Fig.3, o NaHCO3 diminuiu cerca de 20% a recuperação dos cresóis, pois ao 

adicionar o NaHCO3 ocorreu a separação de fases, entre a fase ôrganica e água, o que 

afeta diretamente a taxa de recuperação, visto que a separação de fases deveria ocorrer na 

etapa de congelamento, para que ocorra a migração dos compostos para a acetonitrila 
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(Mesquita et al.,2017). A formação da camada lípidica também afeta a passagem dos 

compostos para a fase ôrganica, pois, ela forma uma barreira entre as fases.  Portanto, 

optou-se por não adicionar sal no procedimento de extração.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

a, b  = Médias seguidas por letras diferentes apresentam diferença significativa a 5% de 
significância pelo teste de tukey. 

 

4.5 Homogeneização da amostra, água e acetonitrila 
 

O tipo de homogeneização do sistema constituído pela amostra de bacon, água e 

acetonitrila foi determinante na recuperação dos cresóis, como pode ser observado na 

Fig.4. Os melhores resultados foram obtidos com a utilização de banho ultrassônico, com 

recuperação dos cresóis entre 90 e 105% e DPR inferior a 9%. Observou-se que as 

microbolhas geradas durante o processo de homogeneização reduziram o tamanho dos 

grumos da amostra aumentando a superficie de contato da amostra com a mistura de 

solvente extratores, o que possivelmente potencializa o processo de extração do analito. 

O banho ultrassônico é uma ferramenta poderosa para acelerar várias etapas do processo 

analítico, auxiliando no pré-tratamento de amostras sólidas, pois, acelera as operações de 

extração (Luque-García; Castro, 2003), além de  promover a extração de elementos 

sedimentados e materiais particulados que estejam em suspensão (Menezes, 2020), o que, 

consequetemente, aumenta os valores de recuperação. 
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Figura 4- Valores obtidos para os testes de homogeneização em três tipos de 
homogeneizadores para a otimização das variáveis da ESL-PBT 

 

a, b, c  = Médias seguidas por letras diferentes apresentam diferença significativa a 5% 

de significância pelo teste de tukey. 

Durante a otimização foi observada que a homogeneização nos três equipamentos 

causava a formação de agregados lipídicos acima da mistura de solventes. Para resolver 

esse problema, logo após a homogeneização foi inserida uma etapa de centrifugação a 

4000 rpm, por 5 min para acelerar a separação da camada lipídica, possibilitando sua 

remoção do sistema.  

 

4.6 Sorventes 
 

A ESL-PBT é uma técnica que possibilita a extração dos analitos-alvo e a limpeza 

dos extratos simultaneamente durante o congelamento da amostra com a água (Silvério 

et al., 2012). Entretanto, o bacon é uma amostra complexa que apresenta elevado teor de 

lipídeos, sendo necessário avaliar uma etapa adicional de clean up dos extratos. O clean 

up com d-SPE consiste em adicionar um sorvente ao extrato para que os componentes da 

matriz sejam seletivamente retidos na superfície do sorvente, enquanto que os analitos 

alvo permaneçam solubilizados no extrato (Leite, 2018). Assim, foi avaliado, 

inicialmente, a retenção dos cresóis em sete sorventes na proporção de 25 mg de sorvente 

/mL de solução padrão de cresóis, a 50 µg L-1, em acetonitrila. Os resultados são 

apresentados na Fig.5. 
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Figura 5- Avaliação da adsorção de cresóis a 50 µg L-1, em acetonitrila, em sete 
sorventes diferentes na proporção de 25 mg de sorvente/ mL de solução padrão. As 
análises de quantificação foram realizadas por CG-EM 

 

a, ab, b, c = Médias seguidas por letras diferentes apresentam diferença significativa a 
5% de significância pelo teste de tukey.  

 

Após as análises para a quantificação de cresóis por CG-EM, observou-se que o 

carvão ativado reteve de 60 a 90% dos cresóis em sua superfície, resultado em menores 

valores de recuperação (10 a 40%), não sendo, órtanto adequado para a d-SPE. Estudos 

demostram que o carvão ativado interage mais, favoravelmente ,com cresol (Supong; 

Sinha; Sinha, 2022), justificando a adsorção dos mesmos. O sorvente sintético HLB 

também reduziu em cerca de 15% a recuperação dos isômeros m-cresol e p-cresol. Os 

sorventes C18, sílica, florisil, alumina e PSA não apresentaram tendência em adsorver os 

cresóis em solvente orgânico conforme obeservadonos valores de recuperação maiores 

ou iguais a 100%  (Fig.5).  

A limpeza dos extratos orgânicos de bacon pelos sorventes foi avaliada em 

espectrofotômetro na região do UV/Visível. Os resultados mostraram uma absorção 

intensa na região do ultravioleta (λ < 320nm) e somente o carvão ativado foi eficiente na 

remoção de componentes da matriz (Fig.6A). Os demais sorventes não apresentaram  

efetividade na limpeza dos extratos tanto na proporção 25 mg de sorvente/ mL de extrato 

de bacon (Fig.6A), quanto na proporção 50 mg/ mL (Fig.6B). 
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Figura 6- Espectros na região do UV/Vis dos extratos de baconapós limpeza com 
sorventes: (A) 25 mg de sorvente/ mL de extrato (B) 50 mg sorvente/ mL de extrato 

 

 

O C18 é um sorvente, tradicionalmente, utilizado para a remoção de compostos 

lipofílicos por d-SPE  (Lehotay et al., 2005). Dessa forma, amostras de bacon foram 

fortificadas com os cresóis, submetidas à ESL-PBT e d-SPE com C18, derivatizadas e 

analisadas por CG-EM. Nessas condições os cresóis apresentaram recuperação entre 125 

e 140% e DPR inferior a 10%. Deve-se destacar que nenhum benefício do uso de C18 foi 

observado no cromatograma (Fig. 7). 
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Figura 7- Cromatograma dos extratos de bacon fortificados obtidos a partir da ESL-PBT 
com e sem a d-SPE usando o sorvente C18 

 

 

Dessa forma, torna-se evidente que a ESL-PBT foi adequada para extração dos 

analitos alvo e limpeza dos extratos simultaneamente sem a d-SPE.  

 

 4.7 Derivatização dos cresóis 
 

Os cresóis são compostos que apresentam uma hidroxila em sua estrutura química, 

a qual interage com o sistema cromatográfico diminuindo a volatilização deles, e também 

favorece a coeluição dos isômeros m e p-cresol. Dessa forma, as análises dos cresóis por 

cromatografia em fase gasosa requerem, obrigatoriamente, uma etapa prévia de 

derivatização. A derivatização dos cresóis com anidrido acético levou à formação de 

compostos acetilados, possibilitando a separação dos isômeros m- e p-cresol, como pode 

ser visto no cromatograma apresentado na Fig.5. Entretanto, a derivatização com anidrido 

acético requer, obrigatoriamente, a presença de uma base para estabilização dos cresóis 

acetilados, como por exemplo, a piridina (Xu et al., 2010) ou K2CO3. Temos observado 

que o uso do K2CO3 é incompatível com a técnica de ESL-PBT e, não temos obtido 

sucesso nos resultados. Embora a derivatização dos cresóis com anidrido acético/piridina 

tenha proporcionado resultados satisfatórios, como por exemplo, estabilidade dos 

produtos da reação no período de 15 min a 150 min, praticidade do processo e DRP < 
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20%, a piridina introduziu um interferente no tempo de retenção do p-cresol. O sinal 

analítico do interferente comprometeu a seletividade do método bem como o LQ, mesmo 

trocando o frasco do reagente. Dessa forma, um estudo de derivatização dos cresóis foi 

realizado usando apenas BSTFA como reagente derivatizante, o qual foi baseado no 

trabalho descrito por Kavács et al. (2008). A proporção entre BSTFA e extrato orgânico 

de bacon foi decisivo para a etapa de derivatização. Nas condições ótimas, 50 µL de 

extrato orgânico são transferidos para o insert seguido pela adição de 130 µL de BSTFA. 

Volumes maiores de extratos levam à formação de um sistema bifásico além da projeção 

parcial da mistura para fora do insert, devido à uma reação altamente exotérmica. A 

derivatização dos cresóis foi acompanhada por análises cromatográficas no período de 0 

a 150 min e, os resultados podem ser vistos na Fig.8.  

Figura 8- Avaliação do tempo de derivatização dos três isômeros dos cresóis presentes 
em extratos de bacon com BSTFA em função do tempo de reação 

 

 

 As condições de derivatização dependem da temperatura e do tempo de reação 

(Schummer et al., 2009). Como pode ser observado na Fig.7, há diferenças significativas 

nas áreas cromatográficas dos cresóis entre os tempos de reação de  15 a 150 min. Valores 

de áreas mais elevados foram obtidos com 90 min de reação para os três isômeros, 

simultaneamente. Segundo Kavács et al. (2008), a quantidade de agente de sililação afeta 

diretamente a porcentagem de produto derivatizado, sendo observado que o excesso de 
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10 ou 100 vezes do agente de derivatização aumentou a porcentagem de compostos 

derivatizados, sendo a proporção de 100 vezes superior a mais eficaz, com estabilidade 

de 24 horas e reação instantânea. Além disso, na proporção 1:1 de agente de sililação e 

extrato, a taxa de reação é de 25% após 90 minutos (Kavács et al. 2008). No caso deste 

estudo, a quantidade de agente de sililação foi 2,6 vezes maior que a quantidade de 

extrato, resultando em um tempo de reação mais prolongado e de menor estabilidade 

4.8 Validação 
 

4.8.1 Seletividade 
 

Como pode ser observado na Fig. 9, o método mostrou-se seletivo, pois não há 

sinais de interferências no mesmo tempo de retenção dos cresóis. 

Figura 9- Cromatograma de extratos de bacon após a ESL-PBT, derivatização com 

BSTFA e análises por CG-EM 

 

 (A) Amostras de bacon fortificadas a 53,3 µg kg-1 (B) Amostras de bacon não fortificadas 

 

4.8.2 Limite de quantificação  
 

O LQ dos cresóis foi definido como 53,3 µg kg-1, correspondendo a 20 µg L-1 no 

extrato final. O cromatograma apresentado na Fig. 9 mostra os sinais analíticos para os 

A

B 
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cresóis nesta concentração. Além disso, o método tem se mostrado exato e preciso na 

concentração do LQ, como pode ser observado na Tabela 4.  Oshiro et al. (2022)  também 

obteve  LQ de 20 µg L-1 para o p-cresol em extratos orgânicos de amostras de hambúrguer 

utilizando o método QuEChERS. Vale ressaltar que, até o presente momento, não foi 

estabelecido um limite máximo para a presença de cresóis em alimentos.  

 

Tabela 4 – Dados da validação da ESL-PBT de cresóis em amostras de bacon seguida 
pela análises por CG-EM 

Compostos 

 
LQ 

(µg L -1) 

 Linearidade  Recuperação (%)  DPR* 

  Faixa 
(µg L -1) Equação R2 

 20 
µg L -1 

100 
µg L -1 

500 
µg L -1 

o-cresol  20  20 - 500 Ym = 8,345x-415,6 0,9917  98±3 90±9 98±3 

     Ys = 21,46x-489,3 0,9855     

m-cresol  20  20 - 500 Ym = 10,48x+320,8 0,9902  96±13 91±7 105±3 

     Ys = 25,11x+357,9 0,9879     

p-cresol  20  20 - 500 Ym = 10,85x+940,6 0,9910  116±6 96±9 99±3 

     Ys = 22,96x+482,3 0,9843     

*n=3 para 20 e 500 µg L-1 e n=7 para 100 m = matriz; s = solvente   

 

4.8.3 Linearidade  
 

A resposta do detector foi linear para os três isômeros dos cresóis, quando as 

soluções padrão foram preparadas em extratos da matriz na faixa de concentração entre 

20 e 500 µg L-1. O coeficiente de determinação (R2) foi superior a 0,99, como pode ser 

observado na Tabela 4. O ajuste do modelo linear para as curvas analíticas preparadas no 

extrato da matriz foi avaliado pelo gráfico de resíduos (Fig. 10) e os outliers foram 

diagnosticados pelo teste de resíduos padronizados de Jacknife. 
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Figura 10- Gráficos dos resíduos da regressão das curvas analíticas para o-cresol, m-
cresol e p-cresol (20 a 500 µg L-1) em extrato de bacon, com outliers diagnosticados pelo 

teste de resíduos padronizados de Jacknife, sendo a linha tracejada = ± tcrit (0,95; -p-
1)*Sres 

 

(A) meta-cresol (B) para-cresol e (C) orto-cresol 
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4.9 Efeito de matriz  

 

 É possível observar pela Tabela 4 que o coeficiente angular da curva analítica 

preparada em extrato da matriz é inferior ao coeficiente angular da curva preparada em 

solvente puro. Claramente, os três cresóis apresentam efeito de matriz negativo, ou seja, 

a presença dos componentes da matriz diminue a resposta cromatográfica dos cresóis 

(Montigny et al., 1998). Essa diminuição do sinal pode ocorrer devido á interação dos 

cresóis com sítios ativos do sistema cromatográfico (Lee et al., 2017), tais como na 

entrada do injetor e na coluna cromatográfica (Cho et al., 2017). O efeito de matriz 

calculado a partir da razão entre os coeficientes angulares foi de 61, 58 e 53% para o-

cresol, m-cresol e p-cresol, respectivamente. Outro importante ponto a ser considerado é 

que os cresóis apresentam linearidade insatisfatória quando as soluções padrão são 

preparadas em acetonitrila (R2 ≤ 0,98). Esse resultado reforça a necessidade da 

quantificação dos cresóis ser realizada com a calibração na matriz.    

4.10 Comparação entre métodos 

Não há na literatura nenhum método oficial de extração de cresóis em amostras 

de bacon. Entretanto, o método QuEChERS já foi utilizado para a extração de p-cresol 

em amostras de produtos cárneos defumados (Oshiro et al., 2022), com recuperação 

superior a 70% e DPR inferior a 14%. Quando o mesmo método QuEChERS foi aplicado 

para a extração de cresóis em bacon, a recuperação foi de 81, 56 e 75% para o-cresol, m-

cresol e p-cresol, respectivamente. Dessa forma, a ESL-PBT apresentou resultados mais 

satisfatórios, com recuperação de 90 a 96% e DPR inferior a 9% para a mesma 

concentração analisada. O método QuEChERS é um método bastante laborioso 

(Rodrigues et al., 2018), por possuir etapas de pesagens, que dependem da calibração do 

pesquisador, podendo gerar erros durante o processo de extração.  Por outro lado, a ESL-

PBT é mais rápida e menos trabalhosa, com menos etapas e menor consumo de solvente 

orgânico (Rodrigues et al., 2018).   

4.11 Amostras Reais 

Os cresóis foram quantificados nas cinco amostras de bacon defumado de diferentes 

marcas, identificadas como A1, A2, A3, A4 e A5. As concentrações foram determinadas 

utilizando os dados da curva de calibração em extratos da matriz (branco) e os valores 

variaram de 62 a 1204 µg kg-1, como pode ser observado na Fig. 11. As diferenças nas 

concentrações podem ser atribuídas ao tempo e temperatura de defumação, tipo de 
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madeira usada na produção da fumaça e tecnologia usada no processamento industrial. 

Conforme apresentado na Figura 9, a maioria das amostras exibe níveis mais elevados de 

m-cresol, o que pode contribuir sobremaneira para o flavor de defumado da amostra. 

Geralmente, este mesmo composto é encontrado em abundância em fragâncias e no flavor 

de produtos de limpeza (Del Olmo et al., 1996). Em estudos para determinação de p-

cresol em amostras de produtos cárneos defumados, os valores encontrados variavam de 

148 a 872 µg kg-1 (Oshiro et al., 2022), o que se aproxima dos valores encontrados 

nopresente estudo. 

a, ab, b  = Médias seguidas por letras diferentes apresentam diferença significativa a 5% 

de significância pelo teste de tukey. 

Das cinco amostras reais apresentas, apenas dois isômeros na amostras cinco (A5) 

estão abaixo do LQ, assim, não foi possível a quantificação de dois isômeros de cresóis, 

sendo eles o orto e meta- cresol para a amostra A5.  

 

Figura 11- Concentração em µg kg-1 dos três isômeros do cresol em diferentes 
amostras de bacon defumado. A extração foi realizada a partir da ESL-PBT e análise 
por CG-EM 
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5 CONCLUSÃO  
 

 A ESL-PBT é uma técnica simples, fácil e rápida que apresenta ótimos resultados 

para a extração de o, m, p-cresol em amostras de bacon. Melhor seletividade do método 

foi alcançada com a derivatização dos cresóis com BSTFA antes das análises por GC-

EM. A ESL-PBT apresentou resultados mais satisfatórios que o método QuEChERS. O 

método validado foi aplicado com sucesso na quantificação dos três isômeros de cresóis 

em cinco amostras de bacon defumado, variando de 62 a 1204 µg kg-1. Portanto, essas 

elevadas concentrações de cresóis em bacon defumado, associadas ao elevado consumo 

desse produto, podem ser motivo de preocupação mundial em saúde pública. 
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