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RESUMO 

A cerveja é a terceira bebida alcoólica mais consumida no mundo e para 

proporcionar um sabor mais leve, muitos cervejeiros utilizam adjuntos como o 

milho e o arroz para substituir ou complementar a cevada durante o processo de 

malteação. Por outro lado, como forma de acelerar a produção desses cereais e 

eliminar pragas que afetam a produção são utilizados pesticidas que podem 

permanecer nos cereais até a obtenção do produto final, a cerveja. Esses 

pesticidas podem prejudicar a saúde do consumidor. Assim, esse trabalho 

objetivou desenvolver um método para determinação de resíduos de pesticidas 

em cerveja Lager do tipo Pilsen. Para isso, foi utilizada a técnica de extração em 

fase sólida com o intuito de preparar a amostra e isolar os analitos. Em seguida, 

a técnica de cromatografia líquida/espectrometria de massas foi utilizada para 

identificar a abamectina, acetamiprido, ametrina, atrazina, azoxistrobina, 

carbendazim, carbossulfano, clorpirifós, deltametrina, diurom, esfenvalerato, 

epoxiconazol, flutriafol, haloxifope, imidacloprido, lufenuron, malationa, propanil, 

terbufós, tiametoxam, tiofanato-metílico e simazina. Foram testados os 

adsorventes comerciais: sílica, florisil, PSA (Amina primária e secundária), 

alumina neutra e C18, além dos adsorventes alternativos: biocarvão do sabugo 

de milho, biocarvão de aguapé e biocarvão da semente de uva. Assim como 

metanol, acetonitrila, acetato de etila e mistura de metanol e diclorometano em 

diferentes proporções utilizados como solvente de extração. Os melhores 

resultados de extração para o adsorvente comercial foram utilizando as 

condições de 150 mg do C18, 10 mL de amostra com nível de fortificação de 1 

µg mL-1 e 3 mL de metanol e diclorometano (90:10, v/v) e para o adsorvente 

alternativo 150 mg do biocarvão de aguapé, 10 mL de amostra com nível de 

fortificação de 1 µg mL-1 e 3 mL de metanol e diclorometano (60:40, v/v) como 

solvente de eluição. O método foi validado com o biocarvão de aguapé e mostrou 

linear r2 > 0,99, exato, preciso (repetibilidade ≤ 19% e precisão intermediária ≤ 

9%). O limite de detecção foi entre 0,009 – 0,03 µg mL-1 e o limite de 

quantificação entre 0,02 – 0,1 µg mL-1. O método foi aplicado em 13 amostras 

de cerveja, mas não foram detectados resíduos dos pesticidas estudados nas 

condições estabelecidas para o método. 

Palavras–chave: SPE. Inseticidas. Cereais. Bebida fermentada. C18. 

Adsorvente alternativo. 
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ABSTRACT 

Beer is the third most consumed alcoholic beverage in the world and to provide 

a lighter flavor, many brewers use adjuncts such as corn and rice to replace or 

complement barley during the malting process. On the Other hand, as a way of 

accelerating the production of these cereals and eliminating pests that affect 

production, pesticides are used that can remain in the cereals until the final 

product, beer, is obtained. Theses pesticides can harm consumer health. Thus, 

this work aimed to develop a method for the determination of pesticide residues 

in Lager Pilsen beer. For this, the solid phase extraction technique was used in 

order to prepare the sample and isolate the analytes. Then the liquid 

chromatography/mass spectrometry technique was used to identify abamectin, 

acetamiprid, ametryn, atrazine, azoxystrobin, carbendazin, carbosulfan, 

chlorpyrifos, deltamethrin, diuron, esfenvalerate, epoxiconazole, flutriafol, 

haloxyfop, lufenuron, malation, propanil, terbuphos, thiamethoxam, thiophanate- 

methyl and simazine. Commercial adsorbents were tested: sílica, florisil, PSA 

(primary and secondary amine), neutral alumina and C18, in addition to 

alternative adsorbents: corn cob biochar, water hyacinth biochar and grape seed 

biochar. As well as metanol, acetonitrile, ethyl acetate and mixture of metanol 

and dichloromethane in diferente proportions used as extraction solvent. The 

best results for the commercial adsorbent were using the conditions of 150 mg of 

C18, 10 mL of sample with a fortification level of 1 µg mL-1 and 3 mL of methanol 

and dichloromethane (90:10) and for the alternative adsorbent 150 mg of water 

hyacinth biochar, 10 mL of sample with a fortification level of 1 µg mL-1 and 3 mL 

of methanol and dichloromethane (60:40) as elution solvente. The method was 

validated with hyacinth biochar and showed linear r2 > 0,99, exact, precise 

(repeatability ≤ 19 % and intermediate precision ≤ 9%). The detection limit was 

between 0,009 – 0,03 µg mL-1 and the quantification limit was between 0,02 – 0,1 

µg mL-1. The method was applied to 13 beer samples, but no residues of the 

studied pesticides were detected under the conditions established for the 

method.    

Keywords: SPE. Insecticides. Cereals. Fermented beverage. C18. Alternative 

adsorbent. 
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1. INTRODUÇÃO 

A cerveja é uma das bebidas mais apreciadas e consumidas no mundo com 

elevada produção nacional respondendo por quase 64% do volume total de bebidas 

alcoólicas produzidas e comercializadas em 2018 [1]. A introdução da cerveja no 

Brasil se deu pelos holandeses em 1637 e atualmente o país é o terceiro maior 

produtor do mundo com faturamento de 77 bilhões de reais no setor cervejeiro, 

correspondendo a 2% do PIB brasileiro e com uma produção de 13,3 bilhões de litros 

por ano [2,3].  

A cerveja é formada basicamente por grãos de cereais dando origem ao malte 

que é obtido através da germinação desses cereais proporcionando aroma, cor e 

sabor. Além disso, é adicionado o lúpulo durante a formação do mosto para 

proporcionar o amargor à bebida [4].  

Para obtenção da cerveja, é possível acrescentar adjuntos cervejeiros 

triturados, que são os carboidratos não maltados, advindos do milho e arroz, por 

serem de menor custo, além de proporcionar uma característica mais específica ao 

substituir e/ou complementar cereais como a cevada que são fontes de açúcares e 

sofrem fermentação alcoólica [5]. Esse processo de fermentação ocorre de formas 

distintas de acordo com o tipo de cerveja que se deseja produzir. No tipo ale, as 

leveduras do tipo Saccharomyces cerevisae, ficam na superfície do mosto durante a 

etapa fermentativa, que dura de 4 a 8 dias na temperatura em torno de 18 °C. Nas do 

tipo lager de baixa fermentação, ficam as leveduras do tipo Saccharomyces uvarum 

ou Saccharomyces calsbergensis nas partes inferiores do fermentador. Esse processo 

demora entre 8 a 9 dias em uma temperatura aproximada de 12 °C. Devido a menor 

temperatura e aos cereais utilizados na produção, os sabores e aromas das lagers 

costumam ser mais leves que os das ales [6,7]. 

Por outro lado, para aumentar a produção desses cereais é realizada a 

aplicação de pesticidas em diferentes etapas da produção para o controle de pragas, 

e consequentemente diminuir as perdas na produção [8]. Eventualmente, resíduos 
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destes pesticidas podem estar presentes nestes cereais e persistirem durante todo 

processo de produção, podendo ocasionar a contaminação da cerveja [9]. 

 Desta forma, é importante dispor de métodos eficientes para a determinação 

de resíduos de pesticidas em cerveja para garantir a qualidade do produto no tocante 

à presença destes contaminantes, que podem causar danos à saúde dos 

consumidores. 

Vários métodos de preparo da amostra foram desenvolvidos e são utilizados 

como forma de isolar o analito, e avaliar a presença de pesticidas em diferentes 

matrizes. Assim, desenvolver um método analítico adequado é essencial, levando em 

conta o tipo de amostra e o objetivo definido, além da facilidade de manuseio, rapidez, 

eficiência e seletividade que se deseja obter [10]. 

Dentre os métodos de extração disponíveis na literatura, a extração líquido-

líquido (LLE, liquid-liquid extraction) e extração em fase sólida (SPE, solid phase 

extraction) são ideais ao trabalhar com amostras líquidas sem precisar 

necessariamente de um tratamento prévio complexo no preparo da amostra antes do 

processo de extração. A SPE emprega adsorventes em cartuchos e o mecanismo de 

retenção é semelhante ao que ocorre na cromatografia líquida em coluna [11-15]. O 

método QuEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, Safe) dentre suas 

inúmeras vantagens é caracterizado também por utilizar uma menor quantidade de 

solventes durante a etapa de extração dos analitos [16]. Além desses métodos, a 

microextração em fase sólida (Solid Phase Micro Extraction, SPME) também é 

empregada devido a simplificação das etapas de extração e limpeza do extrato 

[17,18]. 

Além do preparo da amostra como etapa inicial para extração dos analitos, 

condições cromatográficas foram desenvolvidas com o intuito de separar os analitos 

presentes na amostra, e quando utilizadas juntamente com a espectrometria de 

massas, permitem a identificação e quantificação dos analitos [19]. 

Consequentemente existe uma necessidade de realizar o estudo da presença de 

pesticidas em diversas matrizes e para isso é necessário utilizar técnicas analíticas 

capazes de identificar e quantificar esses compostos mesmo que presentes em baixas 

concentrações garantindo confiabilidade dos resultados obtidos. 
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Assim, a proposta desse trabalho foi desenvolver um método analítico 

utilizando as técnicas de extração em fase sólida (SPE) e cromatografia 

líquida/espectrometria de massas para determinação dos pesticidas abamectina, 

acetamiprido, ametrina, atrazina, azoxistrobina, carbendazim, carbossulfano, 

clorpirifós, deltametrina, diurom, esfenvalerato, epoxiconazol, flutriafol, haloxifope, 

imidacloprido, lufenuron, malationa, propanil, terbufós, tiametoxam, tiofanato-metílico 

e simazina em cerveja Lager do tipo Pilsen.  

 

2. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

2.1. Produção da cerveja 

Os principais ingredientes que constituem a cerveja são o malte de cevada, 

água, lúpulo e fermento (levedura). Parte do malte pode ser substituído por adjuntos 

como o arroz e milho por serem fontes de carboidratos mais baratos que o malte de 

cevada ou por ainda proporcionar um sabor mais leve e específico [6]. A água é o 

ingrediente presente em maior quantidade representando cerca de 90% de 

composição da cerveja. Logo, é de extrema importância que a água utilizada para 

produção seja isenta de turbidez, possua pH controlado de forma que seja possível 

regular a atividade enzimática, responsável pela quebra do amido, e possuir teor 

adequado de sais minerais que permite a atuação da levedura durante o processo de 

fermentação [7,20]. 

O processo de produção da cerveja ocorre em quatro etapas: brassagem, 

fermentação, maturação e filtração. A bassagem é a primeira fase em que as matérias-

primas são misturadas à água e dissolvidas, visando a obtenção do mosto que ocorre 

através da moagem do malte, demais ingredientes e adição do lúpulo. A segunda 

etapa é a fermentação, no qual a levedura consome os carboidratos produzindo etanol 

e dióxido de carbono. É nessa fase que define o tipo de cerveja que será obtida. Em 

seguida, ocorre a maturação através do resfriamento da cerveja a 0 °C e a levedura 

é separada por decantação como forma de aprimorar o sabor. Por fim, a cerveja passa 

pelo processo de filtração para remover partículas em suspensão, seguida do 
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acabamento em que recebe estabilizantes e antioxidantes, com intuito de aumentar 

seu tempo de validade e posteriormente segue para o envasamento [7]. 

De acordo com o Decreto nº 9.902 de 8 de julho de 2019 da Legislação 

Brasileira [21]: 

“a cerveja é considerada como uma bebida resultante da 
fermentação, a partir da levedura cervejeira, do mosto de cevada 
malteada ou de extrato de malte, submetido previamente a um 
processo de cocção adicionado de lúpulo ou extrato de lúpulo, 
hipótese em que uma parte da cevada malteada ou do extrato de 
malte poderá ser substituída parcialmente por adjunto cervejeiro”. 

Os adjuntos são carboidratos não maltados que complementam ou 

suplementam o malte da cevada [20]. A Instrução Normativa n° 54 do MAPA, descreve 

adjuntos cervejeiros como [22]:  

Matérias-primas que substituam parcialmente o malte ou o extrato 
de malte na elaboração da cerveja. Seu emprego não poderá; em 
seu conjunto, ser superior a 45% em relação ao extrato primitivo. 
Consideram-se adjuntos cervejeiros a cevada cervejeira e os 
cereais, malteados ou não malteados, aptos para o consumo 
humano [...]. 

 

Geralmente arroz e milho acabam sendo usados por serem mais baratos que 

o malte de cevada e por conferirem uma propriedade desejada para uma cerveja mais 

leve [6]. O arroz é um dos adjuntos mais utilizados. De acordo com Sleiman et al., 

2010 [23], 4,3% das cervejas Pilsen comerciais brasileiras tinham esse cereal na 

composição. O arroz é preferido por alguns cervejeiros, pois apresenta um menor teor 

de óleo em comparação aos gritz de milho (grãos de milho moído em grânulos 

pequenos), além do malte apresentar todas as enzimas necessárias para obter um 

mosto fermentável [24,25] e, devido ao seu aroma e sabor neutro, resulta em uma 

cerveja leve de sabor seco e limpo [26]. Mas nem todas as variedades são adequadas 

para a produção cervejeira, pois alguns fatores como limpeza, temperatura de 

gelatinização, viscosidade, umidade, óleo e teor de proteínas influenciam na qualidade 

desses grãos [25]. 

Comumente é empregado o milho como adjunto na produção da cerveja, 

garantindo um sabor mais encorpado. Mas, é utilizado na forma de carboidratos não 
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maltados, sendo que as enzimas do malte (alfa e beta amilases) são responsáveis por 

hidrolisar o amido presente no milho em açúcares fermentescíveis [27]. 

A cevada, antes de ser utilizada na elaboração de cerveja, também passa por 

um processo de conversão do amido presente no seu endosperma em açúcares 

fermentescíveis, que são necessários para a produção da bebida. Esse processo é 

chamado de malteação e ocorre através das etapas de maceração, germinação e 

secagem. Os grãos do cereal germinam em condições ambientais controladas e a fim 

de produzir enzimas, que serão utilizadas na conversão das matérias-primas em 

mosto cervejeiro. O grão de cevada, um dos mais importantes ingredientes para a 

produção de cerveja, é o quinto cereal de interesse econômico em escala mundial, de 

uso quase exclusivo da indústria cervejeira [28], com uma quantidade anual estimada 

em 140 milhões de toneladas; perdendo em produção para o arroz, o milho, o trigo e 

a soja [29]. 

Além da presença desses adjuntos, a cerveja é uma mistura complexa 

constituída de uma variedade de sais inorgânicos, proteínas e vitaminas, que 

apresentam determinado valor nutricional, entretanto esses valores são dependentes 

de cada composição. Esses dados podem ser observados na Tabela 1. 
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Tabela 1- Componentes encontrados na cerveja. 

Nutriente Necessidade diária Teor por litro de cerveja 

Energia (cal) 2550 150 – 1100 

Proteína (g) 63 3 – 5 

Vitamina C (mg) 60 ≤ 30 

Tiamina (mg) 1,3 0,003 – 0,08 
       

      Riboflavina (mg) 1,5 0,02 – 0,8 

Niacina (mg) 19 3 -8 

Vitamina B6 (mg) 2,0 0,07 – 1,7 

Folato (µg) 200 40 – 600 

Vitamina B12 (µg) 2 3 - 30 

Biotina (µg) 30 - 100 2 - 15 

Cálcio (mg) 800 40 - 140 

Fósforo (mg) 800 90 - 400 

Magnésio (mg) 350 60 - 200 

Potássio (mg) Não informado 330 - 1100 

Sódio (mg) Não informado 40 - 230 

Ferro (mg) 10 0,1 – 0,5 

Zinco (mg) 15 0,01 – 1,48 

Selênio (µg) 70 0,4 – 7,2 

Adaptado [30] 
 
 

2.1.1. Tipos de Cerveja 

A classificação das cervejas ocorre pelo teor de álcool e extrato, pelo malte ou 

de acordo com o tipo de fermentação. As cervejas de alta fermentação apresentam 

um sabor forte, ligeiramente ácido e com teor alcoólico entre 4% e 8%. Mas a maior 

parte das cervejas é de baixa fermentação, conhecidas como Lager e os tipos mais 

conhecidos são as Pilsener, Munchener, Vienna, Dortmund, Einbeck, Bock, Export e 

Munich. Mudanças no processo de fabricação e emprego de outros ingredientes, além 

dos básicos como a água, lúpulo, cevada e malte, acabam produzindo uma variedade 

de tipos de cerveja [31]. 
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A Instrução Normativa nº 65, de 10 de dezembro de 2019, classifica as cervejas 

com base na proporção de matérias-primas e para ser denominada cerveja, deve 

apresentar 55% de cevada malteada e no máximo 45% de adjuntos cervejeiros sendo 

denominado puro malte, apenas quando o extrato primitivo for proveniente da cevada, 

e caso seja empregado outro cereal malteado, é preciso informar qual é o nome desse 

cereal [32]. 

2.1.2. Lager 

A Lager que é originária da Europa Central no século XIV forma uma família de 

cervejas conhecidas como as mais leves, refrescantes e menos alcoólicas (teor 

alcoólico entre 4 e 5%), além de ser a mais comum no Brasil e consumida no mundo. 

É um tipo de cerveja caracterizada por apresentar cereais não maltados como o arroz 

e milho na sua composição como adjuntos do malte, e também é caracterizada por 

ser de baixa temperatura (5 a 10 °C) e, principalmente, baixa fermentação, já que as 

leveduras permanecem na parte inferior do tanque durante o processo de fermentação 

[7,31,33]. 

2.1.2.1. Pilsen 

A cerveja Pilsen é originária da cidade de Pilsen, na Boêmia, República Checa, 

1842, e continua sendo a mais consumida que representou 55% do mercado brasileiro 

no ano de 2018, e atualmente representa um consumo de 98% [3]. É considerada a 

mais leve, devido à utilização de milho e arroz durante seu processo de fermentação. 

É um tipo de cerveja que apresenta coloração dourada clara e baixo teor alcoólico 

(cerca de 4%) [6,31]. 

2.2. Cereais 

Os cereais fazem parte de um grupo de alimentos mais produzidos e 

consumidos no mundo. Além de serem empregados em diversas finalidades 

alimentícias, os cereais são fermentados através da adição de leveduras que 

consomem os carboidratos e utilizados na produção de bebidas alcoólicas [8]. 

Dentre os cereais que são utilizados durante a fermentação para produção de 

bebidas alcoólicas como a cerveja, os cervejeiros costumam empregar arroz e o milho 
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durante o processo de malteação de suas cervejas, dando um sabor mais 

característico à sua bebida.  

O arroz é o cereal que representa a terceira cultura no mundo, ocupando cerca 

de 164 milhões de hectares da área agrícola mundial e o Brasil apresenta 35% dessa 

área [34]. Seus grãos são compostos por cerca de 80% de amido, 10% de proteína, 

9% de umidade e 1% de lipídio. A proteína é o segundo componente mais abundante 

e representa um grande papel como importante nutriente do grão, além de sua 

composição influenciar na qualidade do arroz [35]. Como as áreas plantadas com 

arroz irrigado são cultivadas intensivamente, devido dificuldade em utilizar essa área 

para outras atividades, esse cereal como qualquer outra cultura agrícola está sujeito 

a diversos fatores que influenciam no seu rendimento, e dentre eles, pode-se 

mencionar o ataque de pragas que causa efeitos adversos durante seu crescimento, 

desenvolvimento e produção [36]. 

O milho é o grão mais amplamente produzido e consumido correspondendo a 

produção 85 milhões de toneladas na safra 2020/21 e esperando um aumento da 

produção mundial em 5,8% para 2021/22. A China é o segundo maior produtor e 

consumidor de milho no planeta e Estados Unidos da América (EUA), Brasil e 

Argentina são os três maiores exportadores mundiais [37]. A grande produção é 

decorrente desse cereal ser bastante empregado na indústria alimentícia, indústria de 

ração animal, química e farmacêutica, devido ao seu alto teor de amido [38]. A 

composição química dos grãos de milho é estimado em 72% de amido, 9% proteínas, 

9% fibras, 6% de lipídeos, 4% minerais. É considerado um alimento energético por ser 

composto predominantemente por carboidratos e lipídeos, além do amido de milho 

ser empregado na produção de cerveja, indústrias químicas, indústria têxtil e refinação 

de petróleo [39]. 

Dentre os cereais maltados tem-se a cevada, que é o quarto cereal mais 

plantado no mundo, e o terceiro da América Latina. O principal destino desse cereal 

no Brasil é para a produção do malte, no qual todo o grão é aproveitado nesse 

processo. Pois após a etapa de malteação a casca permanece no grão do malte e 

serve como um filtro durante a produção do mosto [40]. Apesar da grande produção 

no sul do país, o Brasil ainda é um grande importador deste grão para suprir a 

demanda da indústria cervejeira [41]. A composição da cevada varia entre a integral 
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e descascada, sendo que a integral apresenta elevada composição de amido e 

proteínas, além da presença em menores concentrações de fibras, lipídeos e 

minerais, enquanto que a descascada apresenta redução na concentração da 

proteína [42]. O fato de a cevada apresentar um alto teor de amido e armazenamento 

de proteínas faz com que acabe atraindo insetos para seus grãos [11]. 

Para reduzir a presença de pragas e ervas daninhas nessas culturas, além de 

aumentar a produção são adicionados pesticidas com diversas finalidades que 

quando presentes acima do limite máximo de resíduos permitido (LMR) podem 

contaminar esses cereais [43,44]. 

2.3. Pesticidas 

Com base no projeto lei 6299/02 houve uma redução no prazo para o registro 

dos pesticidas, além de oficializar a substituição da nomenclatura agrotóxico para 

pesticidas e quando usados em florestas ou ambientes hídricos passam a ser 

denominados produtos de controle ambiental [43]. De acordo com o decreto 4.074, de 

4 de janeiro de 2002, pesticidas e afins são definidos como [44]: 

“Produtos e agentes de processos físicos, químicos ou biológicos, 
destinados ao uso nos setores de produção, no armazenamento e 
beneficiamento de produtos agrícolas, nas pastagens, na proteção 
de florestas, nativas ou plantadas, e de outros ecossistemas e de 
ambientes urbanos, hídricos e industriais, cuja finalidade seja 
alterar a composição da flora ou da fauna, a fim de preservá-las da 
ação danosa de seres vivos considerados nocivos, bem como as 
substâncias e produtos empregados desfolhantes, dessecantes, 
estimuladores e inibidores de crescimento”. 

Os pesticidas são agentes de processos físicos, químicos ou biológicos que 

são usados em diversos ecossistemas, de modo que seja capaz de alterar a flora ou 

fauna com o intuito de preservá-la de seres nocivos que venha a danificá-los [44,45]. 

Uso indiscriminado de pesticidas, tem despertado grande preocupação com a saúde 

e segurança dos consumidores [45,46].  

Com base na categorização de pesticidas emitidos pela ANVISA [47], esses 

compostos são classificados em diversas classes químicas, e apresentam ações de 

inseticidas, fungicidas e herbicidas, a depender da finalidade de cada substância. 

Dentre os grupos químicos que distinguem, os pesticidas organofosforados e 

carbamatos apresentam maior suscetibilidade à degradação quando comparados aos 



18 
 

organoclorados. Porém, muitos apresentam maior toxicidade aguda para vários seres 

vivos [46]. Inseticidas e herbicidas são utilizados em diferentes combinações em 

vários estágios do cultivo de cereais, além da possibilidade de serem utilizados 

durante o processo de armazenamento pós-colheita [11]. 

Os pesticidas desempenham funções de melhoria na eficiência agrícola, já que 

são utilizados com o propósito de controlar pragas e, com isso, é utilizada uma variada 

quantidade desses compostos nas lavouras. Mas com a finalidade de garantir uma 

maior segurança, são adotados regulamentos mais rígidos, quanto ao emprego e 

destino dos pesticidas. E alguns países como o Japão, na garantia de segurança da 

matéria-prima e das cervejas, as cervejarias são monitoradas através de análises para 

verificar possível contaminação por pesticidas na cerveja [48]. 

Os produtores de cevada e lúpulo protegem suas safras de pragas usando 

pesticidas para obter maior rendimento e qualidade. Os herbicidas também são 

usados para tratar o solo e controlar o crescimento de ervas daninhas. Quando não 

são obedecidos os métodos de aplicação, os resíduos podem passar para o mosto e, 

posteriormente, para a cerveja. Estudos de Miyake et al., 2002 [49], sugeriram que os 

cervejeiros deveriam prestar atenção aos resíduos de pesticidas hidrofílicos no malte, 

já que a maioria dos pesticidas são hidrofílicos, com valores baixos de Kow<4(Kow- 

coeficiente de partição entre n-octanol e água) e que podem permanecer no malte 

após o processo de maltagem, sendo posteriormente transportados para a cerveja. 

Uso de herbicidas triazínicos formam um amplo grupo de substâncias utilizadas 

para o controle de ervas daninhas, e sua determinação em alimentos e bebidas é 

importante para garantir um maior controle da presença desses compostos [50]. Não 

existe legislação específica para resíduos dos pesticidas na cerveja, mas é preciso 

ressaltar a importância de monitorar e avaliar a presença de diferentes grupos 

químicos desses contaminantes, que quando presentes nas culturas dos cereais 

como arroz, milho e cevada, podem contaminar a bebida e podem prejudicar a saúde 

do consumidor [47]. 

Ainda com base na Instrução Normativa Nº 65, de 10 de dezembro de 2019, 

proíbe a presença na cerveja de “resíduo de agrotóxico não autorizado ou em 

concentração superior ao autorizado para o vegetal empregado como matéria-prima 
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na produção da bebida, calculado em função da proporção de fruta ou vegetal 

utilizado” [32]. Mas durante as etapas de processamento da cerveja como maltagem, 

mosturação e fervedura, os pesticidas oriundos dos cereais podem passar para o 

mosto e a depender do processo utilizado acabam permanecendo até a obtenção da 

cerveja [51]. 

No entanto, existem poucos estudos sobre a contaminação por pesticidas em 

amostras de cerveja, tanto no Brasil, quanto nas demais partes do mundo. O que 

ressalta a importância de realizar estudos capazes de monitorar possíveis 

contaminações nessa matriz. 

2.4. Método de preparo da amostra 

O processo de preparação da amostra é considerado a fase mais crítica de um 

método analítico, devido à diversidade de substâncias que poderão ser extraídas [52]. 

E isso pode acabar gerando ineficiência no processo de extração e dificultando a 

obtenção de dados confiáveis. 

Um procedimento que emprega poucos passos durante a etapa de preparo da 

amostra acaba reduzindo as perdas de analitos e fontes de contaminação, o que irá 

diminuir possíveis erros e reduzir custos durante o procedimento [53]. É necessário 

um processo de preparo da amostra que favoreça a extração dos analitos, como a 

remoção de possíveis interferentes da própria matriz [54,55]. 

Algumas técnicas como extração líquido-líquido (LLE), extração em fase sólida 

(SPE), microextração em fase sólida (SPME), microextração em fase sólida por 

headspace (HS-SPME) são utilizadas para pré-concentrar os analitos, de forma a 

garantir melhor eficiência no processo de extração. O uso de procedimentos 

adequados, é capaz de limitar interferências causadas por outros compostos oriundos 

da matriz, que podem interferir de forma significativa na avaliação dos resultados [11-

13].  

2.4.1. Extração em fase sólida 

A extração em fase sólida (Solid Phase Extraction –SPE ) surgiu em 1976 e se 

tornou um dos principais métodos de preparo de amostra. Dentre as vantagens 

apresentadas pela SPE, as mais relevantes são o menor consumo de solvente 
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orgânico, a não formação de emulsões, facilidade de automação, altas porcentagens 

de recuperação do analito, poucos resíduos tóxicos e disponibilidade comercial de 

muitos equipamentos e adsorventes para SPE. Dentre as desvantagens do método, 

pode-se mencionar o alto custo dos cartuchos e dos dispositivos comerciais 

(manifolds), além da dificuldade em selecionar o adsorvente adequado para aplicação 

desejada [56]. 

Nesse método, os analitos presentes em uma matriz líquida são adsorvidos, 

juntamente com os compostos interferentes, após passarem por um cartucho 

contendo adsorvente. Um solvente orgânico é utilizado para remover os interferentes 

e, em seguida, outro solvente é usado para eluir os analitos [57].  

Os adsorventes ou fase sólida que são empregados na SPE são similares 

àquelas utilizadas em cromatografia líquida em coluna e, consequentemente, os 

mecanismos de separação também são similares. Logo, os principais mecanismos 

são: adsorção, partição (fase normal e reversa), troca iônica e exclusão por tamanho, 

que estão associados aos processos químicos e físicos que ocorrem durante a etapa 

de separação. Dentre as principais interações químicas existentes são caracterizadas 

pela ocorrência das ligações de hidrogênio, interações dipolo-dipolo, dipolo-dipolo 

induzido, dipolo induzido-dipolo induzido e interações iônicas [56,59]. 

A SPE é uma técnica de separação líquido-sólido usada para extrair analitos 

não voláteis de amostras líquidas, mas também pode ser usada em amostras sólidas 

desde que sejam pré-extraídas com solventes [58]. Pode ser usada para extração e/ou 

concentração do analito, isolamento da matriz e estocagem da amostra. Em que no 

primeiro caso, os analitos ficam retidos para posterior eluição, e no segundo caso, os 

interferentes da matriz ficam retidos, tendo o clean-up da amostra e não a 

concentração do analito [56]. 

Esse procedimento de extração ocorre em quatro etapas, conforme é 

apresentado na Figura 1: 1) condicionamento do adsorvente; 2) introdução da 

amostra, ocorrendo a retenção do analito e de alguns interferentes; 3) limpeza da 

coluna para retirar os interferentes menos retidos que o analito; 4) eluição do analito 

[18,59]. 
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Figura 1- Etapas do procedimento de Extração em Fase Sólida. 

Fonte: Autoria própria. Adaptado [59]. 

 

2.4.2. Aplicação da SPE para determinação de pesticidas em cerveja 

HACK et al., 1997 [60] empregaram a extração em fase sólida (SPE) utilizando 

um cartucho contendo terra diatomácea, juntamente com HPLC-DAD e cromatografia 

gasosa/espectrometria de massas (GC - MS) para avaliar algumas triazinas (atrazina, 

desetilatrazina, deisopropilatrazina, hidroxiatrazina, terbutilazina e 

deetanoterbutilazina) durante toda etapa de produção da cerveja. Os resultados 

mostraram persistência desses compostos durante todas etapas avaliadas, 

ressaltando a importância de investigar a presença desses pesticidas na cerveja. 

JONES et al., 1988 [61] utilizaram a SPE com HPLC – DAD para desenvolver 

um método capaz de identificar a presença do 1-naftol que é um produto da hidrólise 

do carbaril, inseticida empregado na cultura de cevada. Os resultados mostraram a 

persistência desse metabólito na cerveja e isso justificou o sabor adstringente 

observado em algumas amostras da bebida.  

HENGEL et al., 2002 [62] propuseram um método por GC-MS que utilizou SPE 

como procedimento de extração para a determinação de seis pesticidas (clorfenapir, 

quinoxifena, tebuconazol, fenarimol, piridabem e dimetomorfe) no mosto e na cerveja. 

A amostra foi inicialmente diluída e os resultados mostraram que o método 



22 
 

desenvolvido foi eficiente para determinação dos pesticidas acima citados e dentre 

eles, apenas o dimetomorfo foi encontrado na cerveja, mas abaixo do limite de 

quantificação. 

NAGATOMI et al., 2013 [15] desenvolveram um método utilizando LC-MS/MS 

para a análise de glifosato, glufosinato e três produtos metabólitos (ácido 

aminometilfosfônico, ácido 3-metilfosfônico propiônico e N-acetilglufosinato) em 

cerveja, chá de cevada e seus ingredientes (malte e milho). Tal método desenvolvido 

foi aplicado em 15 amostras de cerveja e em 4 delas apresentaram resíduos do 

glifosato. 

 

2.4.3. Adsorventes comerciais utilizados na SPE 

A sílica ((SiO2)nOH) (A) e o silicato de magnésio (conhecido como (Florisil® 

MgAl(SiO4)n) (B) apresentam características polares. A retenção dos analitos ocorre 

pela adsorção e são adequados para extração de analitos polares, voláteis e de baixa 

massa molar. Além disso, são silicatos com estruturas porosas e os grupos hidroxila 

em sua estrutura podem interagir com os analitos através de uma forte ligação de 

hidrogênio [63].  

                                            

O

O
–

O
–

SiMg
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 O C18 é um adsorvente que apresenta característica apolar e a retenção dos 

analitos ocorre por partição fornecendo uma alta capacidade para extração de analitos 

apolares e de baixa polaridade. Esse adsorvente é caracterizado pelo fato das 

interações de Van der Waals atuarem entre as moléculas do analito e do próprio C18 

[63]. 

 

(A) (B) 
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A amina primária e secundária (PSA) é um adsorvente trocador aniônico fraco 

que interage fortemente com compostos ácidos, caracterizado pela capacidade de 

remover mais coextrativos da matriz, devido a presença da amina primária e 

secundária [16]. Coextrativos na matriz estão sujeitos a competir com os pesticidas 

durante a etapa de adsorção interferindo na recuperação dos analitos [64]. 

 

De acordo com Lanças, 2004, a alumina neutra é um adsorvente anfótero 

sendo capaz de interagir tanto com compostos ácidos quanto compostos básicos, 

trabalhando dessa forma com pesticidas de diferentes classes químicas e 

colaborando para um processo adequado de extração de resíduos de pesticidas em 

variadas matrizes [59]. 

 

2.4.4. Adsorventes alternativos utilizados na SPE 

Nos últimos anos o uso de adsorventes alternativos vem sendo desenvolvido 

devido aos custos elevados apresentados pelos adsorventes comerciais. Polímeros 

de coordenação, nanotubos de carbono e biocarvão são utilizados com frequência 

nos métodos de preparo de amostra e extração de contaminantes em diferentes 

matrizes [65].  

O biocarvão (BC) é um material atrativo para ser utilizado na SPE por ser obtido 

de diferentes biomassas e por apresentar elevada área superficial, além de ser rico 

em carbono e grupos funcionais já que é produzido com presença parcial ou ausência 

de oxigênio e isso favorece o processo de adsorção. Além disso, durante a sua 

produção o aumento da temperatura de pirólise pode aumentar a porosidade do 

biocarvão facilitando a adsorção de produtos químicos como pesticidas [66,67]. Esse 

material também apresenta a capacidade de sofrer interações de Van der Waals, 



24 
 

ligação de hidrogênio, dipolo-dipolo, dentre outras interações que favorecem o 

processo de adsorção para diversos contaminantes [68].  

Consequentemente, a capacidade de adsorção do biocarvão depende das 

interações eletrostáticas entre a superfície do BC e a entidade química dos pesticidas, 

nos quais o comportamento isotérmico de adsorção de cada pesticida, estrutura e 

polaridade são parâmetros diretamente relacionados ao desempenho desse 

adsorvente [69].  

Srikhaw et al., 2022 [69], acima citado, desenvolveram um trabalho no qual 

utilizaram biocarvão derivado de cavacos de madeira de eucalipto para remoção dos 

pesticidas imidacloprido, acetamiprido e metomil da água. As capacidades de 

adsorção foram 14,75, 4,87 e 32,42 mg g-1, respectivamente e as interações de maior 

ocorrência entre a superfície do BC e os pesticidas foram as ligações de hidrogênio e 

interações π- π, nos quais indicaram uma melhor capacidade de adsorção para o BC 

dessa biomassa e para esses pesticidas avaliados.  

Para o desenvolvimento desse trabalho foram avaliados o biocarvão de aguapé 

produzido pelos integrantes do Laboratório de Petróleo e Energia da Biomassa (PEB) 

da Universidade Federal de Sergipe (UFS) sobre coordenação do Prof. Dr. Alberto 

Wisniewski Júnior e o biocarvão de sabugo de milho e da semente de uva produzido 

pelos integrantes do Laboratório de Análises Cromatográficas (LAC) também da UFS 

sobre coordenação da Professora Dra. Lisiane dos Santos Freitas. 

2.5. Cromatografia Líquida/Espectrometria de Massas 

Escolher uma técnica adequada para análise de pesticidas é importante, já que 

se está trabalhando com compostos de propriedades físicas e químicas bastante 

diversas. O ideal é optar por técnicas que possam gerar maior seletividade durante a 

análise e ao mesmo tempo que seja capaz de analisar um variado número de 

compostos em um curto período de tempo. 

Utilizar técnicas cromatográficas juntamente com a espectrometria de massas 

(MS) permite a obtenção de resultados seletivos, satisfatórios e com exatidão já que 

a cromatografia líquida (LC) e/ou cromatografia gasosa (GC) é capaz de garantir a 

separação dos analitos em um determinado tempo de análise, enquanto que a 

espectrometria de massas permite a identificação dos compostos pela relação 

massa/carga (m/z). O conjunto dessas duas técnicas através da seleção dos 
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parâmetros adequados é capaz de apresentar resultados satisfatórios com o tipo de 

análise que deseja obter. 

A cromatografia gasosa e a cromatografia líquida têm sido técnicas bastante 

selecionadas para análise de resíduos de pesticidas em bebidas alcoólicas [70,71]. O 

uso de LC com a espectrometria de massa (LC-MS) aumentou a sensibilidade e 

rapidamente se tornou aceita na análise de resíduos de pesticidas. 

A técnica LC-MS é muito atraente para a análise de pesticidas, devido aos 

recursos como separação altamente eficiente e, principalmente, identificação e 

quantificação de analitos de diferentes polaridades, permitindo detectar uma ampla 

quantidade de pesticidas já que é possível empregar a LC para determinar resíduos 

em matrizes complexas [72,73]. 

A seleção da fonte de ionização adequada para a análise de pesticidas 

depende dos tipos de analitos investigados [74]. O principal modo de ionização 

utilizado na análise de pesticidas por LC-MS é baseado em processo de ionização a 

pressão atmosférica (API), que inclui a ionização por electrospray (ESI) e a ionização 

química à pressão atmosférica (APCI), que se complementam em relação à 

polaridade, massa molar dos analitos e condições cromatográficas [75,76]. A maior 

eficiência da ESI depende da composição do eluente na qual poderá melhorar o sinal 

analítico e apresentar um melhor desempenho, por exemplo, na análise de herbicidas 

catiônicos e aniônicos [74]. A APCI é muito sensível para a classe de pesticidas 

neutros e básicos como, por exemplo, triazinas, carbamatos e fenilureias. Mas a APCI 

é uma fonte mais energética que a ESI já que o efluente é nebulizado por um fluxo de 

nitrogênio e evaporado em temperatura elevada devido a descarga corona [74,76]. 

A ESI é uma técnica de ionização suave em que o spray é formado carregando 

eletricamente o líquido com uma tensão alta. O líquido carregado na ponta do capilar 

torna-se instável à medida que é forçado a reter mais carga até atingir um ponto crítico 

no qual não pode mais reter carga elétrica e as gotículas explodem por repulsão 

coulombiana em moléculas carregadas. O capilar é mantido em alta tensão na 

pressão atmosférica para gerar o spray e em contrapartida, o funcionamento da ESI 

pode ser afetado por grandes gotas com alta tensão superficial, baixa volatilidade, 

forte solvatação iônica e alta condutividade [74,75]. 
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Na APCI, um spray é gerado pelo aquecimento de um aerossol e os íons são 

formados por uma descarga corona, gerando um plasma que ioniza as espécies e 

essa fonte é mais adequada para pesticidas não iônicos de massa molecular 

moderada. Os íons provenientes dessa fonte correspondem a moléculas protonadas 

[M + H]+ e moléculas desprotonadas [M – H]-. Além disso, a interface APCI pode 

produzir degradação térmica de compostos termolábeis [74,76]. 

 

2.6. Validação do método 

Um método analítico deve ser validado para que apresente resultados 

confiáveis e, posteriormente, possa ser aplicado em amostras reais. Para que tal 

método seja considerado como adequado deve apresentar resultados satisfatórios 

para diferentes parâmetros. Dentre esses parâmetros podem ser mencionados a 

linearidade, seletividade, limite de detecção (LOD), limite de quantificação (LOQ) e 

robustez dentro do que é permitido para análise de pesticidas, exatidão (em termos 

de recuperação) e precisão (em termos de repetibilidade) [77]. 

Embora o limite de detecção (LOD) possa determinar a concentração mais 

baixa a ser detectada através do método proposto com distinção entre ruído e sinal 

utilizando a matriz com adição de concentrações conhecidas dos analitos, deve ser 

levado em conta a possibilidade em obter resultados falsos positivos e falsos 

negativos [78-81]. Mas na maioria das vezes esse parâmetro acaba sendo dito como 

válido ao apresentar resultados com baixo LOD, não levando em conta que o analito 

pode estar presente em uma concentração baixa de modo que não seja possível 

detectar [78]. 

O limite de quantificação (LOQ) é definido como a menor concentração do 

analito que pode ser quantificada na amostra, com exatidão e precisão aceitáveis, sob 

as condições experimentais adotadas [79,81,83]. A determinação do LOQ também 

está relacionada à precisão, veracidade ou recuperação do método em variados níveis 

de concentração, apresentando uma menor incerteza relativa tornando mais confiável 

que o LOD [78]. E os mesmos critérios empregados no LOD como método visual com 

a distinção entre relação sinal-ruído e inclinação da curva analítica em níveis mais 

próximos, pode ser aplicado [81].  
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A linearidade de um método está relacionada à capacidade de obter respostas 

analíticas diretamente proporcionais à concentração de um analito em uma amostra 

[67,69]. Enquanto que a seletividade está relacionada à capacidade de um método 

em medir a quantidade de analito que se afirma ser medido, ou seja, identificar ou 

quantificar o analito, além de ser capaz de garantir a presença de forma insignificante 

de interferentes no sinal dos analitos obtidos [78,79,81]. 

 A precisão deve avaliar a proximidade entre os resultados obtidos por meio de 

ensaios com amostras preparadas conforme descrito no método analítico a ser 

validado e deve ser expressa por meio da repetibilidade, da precisão intermediária ou 

da reprodutibilidade.  A exatidão de um método analítico deve ser obtida por meio do 

grau de concordância entre os resultados individuais do método em estudo em relação 

a um valor aceito como verdadeiro [79,81]. 

A robustez busca enfatizar que o método analítico não apresente alterações 

em presença de variações, como em relação à constituição da fase móvel, alteração 

de temperatura da coluna e tempo de uso, dentre outras alterações, ou seja, mede a 

sensibilidade que o método apresenta diante de pequenas variações [78,79,81].  

2.7. Revisão da Literatura  

Estudos voltados para a determinação de pesticidas em cerveja despertou 

interesse pela comunidade científica visto que as matérias-primas utilizadas na sua 

elaboração são tratadas com esses compostos de forma a aumentar a produção e 

reduzir perdas devido ao ataque de pragas [11,23,33,35]. Diante disso, esses resíduos 

que apresentam elevada toxicidade podem não ser eliminados durante a etapa de 

fermentação, permanecendo no mosto e continuando até o produto final [9]. Revisões 

têm contemplado esses estudos de forma a desenvolver métodos capazes de 

identificar a presença desses resíduos na cerveja e, para obtenção de um 

embasamento científico capaz de auxiliar no desenvolvimento desse trabalho, foram 

realizadas buscas na literatura por estudos que utilizaram diferentes técnicas de 

extração e análise instrumental e que foram adequadas para determinação de 

resíduos de pesticidas nessa matriz. 

NAVARRO et al., 2005 [9] desenvolveram um procedimento de extração 

líquido-líquido (LLE) com cromatografia gasosa e detector por captura de elétrons 
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para a análise dos fungicidas miclobutanil, propiconazol e nuarimol no mosto da 

cerveja e no seu produto final, em que o limite de detecção (LOD) do método foi 2, 2,5 

e 0,25 pg e o limite de quantificação (LOQ) de 2, 2,5 e 0,25 ng/g com recuperações 

entre 92,3 – 103,2% e foi possível observar uma diminuição na concentração dos 

resíduos na cerveja. Enquanto que estudos de OMOTE et al., 2006 [84] empregaram 

LLE para análise simultânea de 277 pesticidas em malte e cerveja através do LC-

MS/MS, no qual foi constatado a presença de 12 pesticidas, dentre eles azoxistrobina, 

clorpirifós e malationa dentro do limite máximo que é estabelecido para a cultura de 

cevada.  

VELA et al., 2007 [85] desenvolveram um método utilizando sonicação com 

solvente e cromatografia gasosa para determinação de 9 pesticidas de variados 

grupos químicos (dinitroanilinas, organofosforados, triazóis e pirimidinas) tendo, 

dentre eles, a malationa. Os resultados mostraram dentre os pesticidas avaliados a 

presença do fenarimol na cerveja, enquanto que os demais pesticidas apresentaram 

próximos ao limite de detecção.  

BOLAÑOS et al., 2008 [10] desenvolveram um método alternativo para análise 

de 50 pesticidas em amostras de vinho e cerveja, utilizando a microextração em fase 

líquida de fibra oca (HF-LPME) juntamente com UHPLC-MS/MS. Os resultados 

mostraram ausência dos pesticidas avaliados na cerveja e presença de carbaril, 

triadimenol, espiroxamina, epoxiconazol, triflumizol e fenazaquina em algumas 

amostras de vinho que foram analisadas. 

INOUE et al., 2011[34] utilizaram o QuEChERS com uma etapa de limpeza 

utilizando d-SPE com PSA e C18, seguida de análises por cromatografia 

líquida/espectrometria de massas com ionização por electrospray (LC-ESI-MS/MS) 

para análise de 324 pesticidas durante a produção da cerveja (dentre eles o 

acetamiprido, atrazina, azoxistrobina, clorpirifós, deltametrina, diurom, epoxiconazol, 

flutriafol, simazina) e os resultados indicaram uma redução de alguns desses resíduos 

após a etapa de fermentação sendo que o tiametoxam, imidacloprido, dentre outros 

permaneceram na cerveja. 

Estudos de KONG et al., 2016 [86,87] utilizaram o QuEChERS para 

determinação de triadimefon, malationa, diclorvos e seus metabólitos (triadimenol e 
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malaoxon) em produtos de cevada e durante o processo de produção da cerveja. A 

técnica analítica empregada foi LC-ESI-MS e LC-ESI-MS/MS no modo positivo e o LQ 

foi 1 µg/kg-1, enquanto que o LD foi 0,3 µg/kg-1 nos quais os resultados mostraram que 

após a etapa de processamento os resíduos permaneceram até o produto final, mas 

em níveis menores de concentração. Enquanto que estudos de ZHOU et al., 2016 [88] 

precisaram utilizar uma etapa adicional de limpeza ao método com C18 e PSA (aminas 

primárias e secundárias) para extração de carbendazim e os resultados obtidos 

constataram a presença dos resíduos desse pesticida na cerveja. O limite de 

quantificação para o método desenvolvido foi 0,01 µg/kg-1. 

WUETHRICH et al., 2016 [89] utilizaram como método de preparo da amostra 

para extração dos analitos a concentração e separação por eletroforese simultânea 

(SEC/ simultaneous electrophoresis separation) como um campo elétrico conduzido 

(CE), onde o concentrado é diretamente transferido para análise sem precisar de 

etapas como secagem e reconstituição, seguida por LC-MS/MS para verificar a 

presença de herbicidas aniônicos (glufosinato, glifosato e AMPA) e herbicidas 

catiônicos de amônio quaternário (paraquat e diquat) em amostras de cerveja.  

BEDASSA et al., 2017 [90] desenvolveram um método de extração líquido-

líquido assistida por salting-out (SALLE) juntamente com a cromatografia líquida (LC–

UV/Vis) para verificar a presença de atrazina, ametrina, terbutrina, carbaril e 

clorotalonil em cerveja e vinho. O limite de detecção foi 1,3 – 3,9 µg L-1 e o limite de 

quantificação 4,5 – 12,8 µg L-1, mas nenhum desses analitos foram detectados nas 

amostras analisadas. 

DUSEK et al., 2018 [91] empregaram o método QuEChERS com d-SPE 

utilizando uma mistura de PSA, C18 e o adsorvente zircônio para simular 58 pesticidas 

no lúpulo que poderiam ser transferidos para cerveja. Os resultados demonstraram 

que 33 dos 58 pesticidas foram transferidos em um menor nível de concentração e 

dentre os pesticidas avaliados a azoxistrobina, imidacloprido e tiametoxam foram 

transferidos em maiores taxas do lúpulo para a cerveja. Enquanto que estudos de 

SILVA et al., 2019 [92] desgaseificaram inicialmente a cerveja no ultrassom e, em 

seguida, empregaram o QuEChERS como método de extração utilizando uma  

otimização do processo de limpeza da d-SPE com sulfato de sódio, C18 e silicato de 

magnésio com GC-MS/MS para avaliar a presença dos resíduos de acetamiprido, 
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terburfós, alacloro, ametrina, atrazina, azoxistrobina, carbofurano, carbossulfano, 

cipermetrina, deltametrina, difenoconazol, esfenvalerato, flutriafol, tiametoxam e 

parationa metílica oriundos do malte em nove marcas de cervejas Pilsen brasileiras e 

não foram encontrados resíduos desses pesticidas nas amostras analisadas. 

LOPEZ et al., 2020 [93] empregaram um procedimento simples e rápido para a 

análise de 14 pesticidas altamente polares, nos quais também foram avaliados o 

glifosato, glufosinato, etefon e fosetil em leite, cerveja e vinho. Não foi necessário 

empregar nenhum procedimento de limpeza, apenas uma diluição inicial da amostra 

com acetonitrila, agitação e uma etapa de centrifugação. Em seguida, uma alíquota 

foi analisada no LC-MS/MS. 

PIRES et al., 2021[94] otimizaram a abordagem D&S (Dilute and shoot) para 

extração de 32 pesticidas, dentre eles azoxistrobina, deltametrina, clorpirifós, 

imidacloprido, lufenuron e 7 micotoxinas em malte e cerveja, seguido por LC-MS/MS 

Após validação, o método foi aplicado em 40 amostras reais sendo que 36 

apresentaram algum tipo de contaminação, tendo a presença dos resíduos com 

concentrações elevadas nas amostras de malte e alguns dos pesticidas como 

azoxistrobina próximo ao limite de quantificação foi identificado nas cervejas.  

Dentre os trabalhos avaliados, Jones et al., 1988 [61] utilizaram a SPE e a 

cromatografia líquida com detector UV para determinação de um inseticida (carbaril) 

na cerveja, mas precisou realizar algumas etapas prévias de tratamento da amostra 

com o intuito de obter melhores resultados. Logo, existe alguns trabalhos para essa 

matriz com técnicas variadas, mas até esse momento não foi encontrado trabalho 

utilizando a SPE com o biocarvão como adsorvente alternativo para determinação de 

pesticidas de diferentes grupos químicos para essa matriz. A Tabela 2 apresenta 

dados adicionais para melhor compreensão dos métodos analíticos que estão 

descritos na literatura para determinação de pesticidas em cerveja. 
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   Referência 
 

   Matriz      Analitos    Técnica 
       de 
    Extração 

Adsorvente   Quantidade 
        de 
     matriz 

         Solvente 
             de 
  Condicionamento 

       Solvente 
           de 
        Eluição 

     Técnica 
  Instrumental 

 

HACK et al., 

1997 [60] 

   Cerveja 
 

6              

pesticidas 

 

      SPE       Terra 
 diatomácea 

 

        5 mL        CH3OH; H2O        Acetato  
          de etila/ 
       2-propanol 
        (80/20) 

   HPLC-DAD 
       GC-MS 

 
 
 

  JONES et al., 
     1988 [61] 

  Cerveja 

    malte 
 

           1  
     pesticida 

      SPE     cicloexil        50 mL        CH3OH; H2O         CH3OH     HPLC-DAD 
 

     HENGEL 
        et al., 
      2002 [62] 

  Cerveja, 
   mosto 

 

         7  
    pesticidas 

      SPE     0,5 g de  
        HLB 

      100 mL   Acetato de etila; 
          CH3OH 

       Acetato  
 de 
     etila: hexano 

        GC-MS 

 NAGATOMI 

et al., 

     2013 [15] 
 

  Cerveja   2 herbicidas, 
  3 metabólitos 

      SPE        troca  
     aniônica 

       1 mL      CH3OH; H2O 
 

       Ácido  
      clorídrico/ 
       CH3OH 

     LC-MS/MS 

   NAVARRO 
        et al., 
      2005 [9] 

   Mosto  
   cerveja 

3 fungicidas 

 

       LLE- 
   Ultrassom 

          - 20 mL 

 

               -      Iso-octano; 
       tolueno 

       GC-MS 
 
 

  OMOTE 

 et al., 2006 

[84] 

   Malte, 
   cerveja 

277 
pesticidas 

 

       LLE           -         10 g 
 

- 
 

        C4H8O2 
 

LC-MS/MS 
 

VELA et al., 

2007 [85] 

  Cerveja, 
    malte 

         9  
    pesticidas 

  Sonicação 
 no ultrassom 

          -  20 mL, 5 g 

 

                -          C6H14/ 
         CH2Cl2 

      GC-ECD 

Tabela 2-Trabalhos reportando a utilização de diferentes técnicas de extração e instrumentais para análise de pesticidas em cerveja. 

Tabela 2-Trabalhos reportando a utilização de diferentes técnicas de extração e instrumentais para análise de pesticidas em cerveja. 
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  Referência 
 

  Matriz    Analitos     Técnica  
        de 
    Extração 

Adsorvente Quantidade 
       De 
     matriz 

      Solvente  
            de 
Condicionamento 

  Solvente 
       de 
    Eluição 

    Técnica 
Instrumental 

 

BOLAÑOS et 

al., 2008 [10] 

Vinho e 
cerveja 

 

50 pesticidas HF-LPME           - 15 mL 1- octanol 
 

    CH3OH UHPLC-
MS/MS 

 
         

INOUE et al., 

2002 [34] 

 Cerveja, 
  malte 

324 

pesticidas 

QuEChERS   PSA e C18 10 mL - - 
  

 

      LC-MS 

 

 

 
 
 

 
 
 

 
 
        

     
 
      

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

KONG et al., 

2016 [86] 

Cerveja, 
 cevada 

    2 triazóis  QuEChERS    0,05 g de 
      PSA 

10 mL 

5g 

- - LC-MS 

 

KONG et al., 

2016 [87] 

 

Cerveja, 

cevada 

2 

organofosfora

dos, 2 triazóis 

 

QuEChERS 

 

0,05g de PSA 

 

10 mL 

5 g 

 

- 

 

- 

 

LC-MS 

ZHOU et al., 

2016 [88] 

Cevada,  
 Cerveja 

  1 pesticida QuEChERS C18 e PSA            - -               -    LC-MS/MS 

 
 
 
 
 

  
 

      

Tabela 2: Continuação 
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   Referência 
 

  Matriz     Analitos   Técnica  
     de 
   Extração 

 Adsorvente  Quantidade  
        de 
     matriz 

        Solvente  
             de 
  Condicionamento 

       Solvente 
           de 
         Eluição 

     Técnica 
  Instrumental 
 

WUETHRICH 

et al., 2016 

[89] 

  Cerveja 5 herbicidas 
 

     SEC          - 20 mL 
 

- - LC-MS/MS 

BEDASSA et 

al., 2017 [90] 

   Vinho,           
cerveja 

 

  5 pesticidas      SALLE        C18 2,5 mL CH3CN; H2O CH3CN HPLC-DAD 

DUSEK et al., 

2018 [91] 

Lúpulo 
Cerveja 

 

  58 pesticidas QuEChERS          - 1 g 
10 mL 

- 
 

- 
 

LC-HR-    
MS/MS 

SILVA et al., 

2019 [92] 

  Cerveja 15 pesticidas 

 

QuEChERS Florisil/ PSA 

 

10 mL - 
 

- GC-MS/MS 

LOPES et al., 

2020 [93] 

Leite, 
cerveja e 

vinho 
 

14 pesticidas 
 

        -           - 2 g 
 

- 
 

CH3CN:H2O 
(6:4) 

 

LC-MS/MS 

PIRES et al., 

2021 [94] 

Malte, 
cerveja e 

grãos 

 32 pesticidas 
 7 

micotoxinas 

      D&S           - 5 g 
2,5 mL 

- 
 

- 
 

LC-MS/MS 

 
SPE= extração em fase sólida; HF-LPME= Microextração em fase líquida de fibra oca; LC-HRMS= cromatografia líquida acoplada a espectrometria de massas de alta resolução; GC-
MS/MS= cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas em tandem; GC-ECD= Cromatografia gasosa com captura de elétrons; LC-MS/MS: cromatografia líquida 
acoplada a espectrometria de massas em tandem; UPLC= cromatografia líquida de ultra eficiência; PSA= amina primária e secundária; CH3OH= metanol; CH3CN= acetonitrila; H2O= 
água; CH2Cl2=diclorometano; HCOOH= ácido fórmico; C4H8O2= acetato de etila; SEC= Separação eletroforética simultânea; SALLE= Extração líquido-líquido assistida por salting-out; 
D&S= Dilute and shoot . 

Tabela 2: Continuação 
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Com base nos trabalhos apresentados pela literatura, existem estudos utilizando LC-

MS ou LC-MS/MS juntamente com algumas técnicas de extração para avaliação da 

presença de pesticidas em cerveja. A fonte de ionização mais empregada é a ESI devido 

capacidade de trabalhar com compostos de média a alta massa molecular e permitir melhor 

a ionização dos analitos [10,34,86,87,88,93,95]. O LC-MS/MS também foi utilizado na 

maioria dos trabalhos devido à capacidade de obter mais informações e tornar a 

confirmação da identidade da substância de forma mais segura, já que se está trabalhando 

com matrizes complexas [7,84,85,88,91,93,95]. 

O sistema LC-MS é uma técnica bastante presente já que permite análise de uma 

grande quantidade de substâncias com diversas características de polaridade e massa 

molecular [34,86,87]. Portanto, essa técnica foi selecionada como método instrumental de 

análise para desenvolvimento do método analítico proposto nesse trabalho. 
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3. OBJETIVO 

3.1. Objetivo Geral 

Desenvolver um método utilizando o biocarvão como adsorvente alternativo para 

determinação de resíduos de pesticidas pertencentes a doze grupos químicos em cerveja 

do tipo Pilsen. 

3.2. Objetivos específicos 

• Selecionar os pesticidas que são comumente utilizados nas culturas de arroz, 

milho e cevada; 

• Obter as condições instrumentais de análise para determinação dos 

pesticidas selecionados por cromatografia líquida/espectrometria de massas; 

• Desenvolver o método de extração por extração em fase sólida; 

• Propor adsorvente alternativo para extração dos pesticidas; 

• Validar o método analítico; 

• Aplicar o método validado em amostras de cerveja do tipo Pilsen. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1. Materiais 

Béquer, balão volumétrico, proveta, vial, balão de fundo redondo, seringa de vidro, 

tubos de polipropileno, micropipetas de volumes variáveis, pipetas volumétricas, bastão de 

vidro, espátula, pinça, cartuchos de fase C18 para SPE (Silicycle 500 mg/6mL). 

4.2. Reagentes  

Acetato de Etila grau LC (Merck), Água ultrapurificada Milli-Q (Millipore Corporation), 

Formiato de amônio (Sigma – Aldrich, pureza 99,0 %), Metanol grau HPLC (Merck), Metanol 

grau LC-MS (FlukaAnalytical, Sigma-Aldrich), Acetonitrila grau HPLC (J.P. Barker), 

Diclorometano (Qhemis, pureza 99,8%, Brasil), Florisil (100-200 Mesh; J.T. Baker, 

Phillipsburg, NJ, EUA), Alumina neutra (Vetec, RJ, Brasil), C18 (Agilent Technologies, 

EUA), Sílica gel (70-230 Mesh; Sílica Flash G60, Silicycle, Quebec, Canadá), PSA (Sigma-

Aldrich; Supelclean). 

4.3. Padrões analíticos dos pesticidas 

Foram obtidos padrões certificados dos pesticidas: Abamectina (Sigma Aldrich), 

Atrazina (Fluka Analytical) Ametrina (Riedel-de Haen), Acetamiprido (Riedel-de Haen), 

Azoxistrobina (Riedel-de Haen), Carbendazim (Fluka Analytical), Carbosulfano (Fluka 

Analytical), Clorpirifós (Fluka Analytical), Deltametrina (Fluka Analytical), Diurom (Fluka 

Analytical), Epoxiconazol (Fluka Analytical), Esfenvalerato (Fluka Analytical), Flutriafol 

(Accustandard), Haloxifope (Fluka Analytical), Imidacloprido (Riedel-de Haen), Lufenuron 

(Fluka Analytical), Malationa (Accus Standard), Propanil (Riedel-de Haen), Simazina (Fluka 

Analytical), Terbufós (Fluka Analytical), Tiametoxam (Accustandard), Tiofanato-metílico 

(Fluka Analytical). Todos os padrões certificados apresentam pureza superior a 98%. 

 

4.4. Equipamentos 

Balança analítica AL 204 (Metller Toledo, Ohio, EUA), Evaporador rotatório 802D 

(Fisatom, São Paulo, Brasil), Sistema para SPE vácuo manifold (Varian, WalnutCreck, CA, 

EUA), Agitador mecânico (IKA), lavadora ultrassônica (Unique USC-1400), cromatógrafo 

líquido Nexera UC (Shimadzu, Quioto, Japão) composto por: Módulo de comunicação CBM-
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20A, sistema binário de bombas LC-10ADXR, Bomba para CO2 LC-30ADSF, 

Desgaseificador DGU-205R, Auto injetor SIL-30AC, Controlador de Pressão SFC-30, Forno 

de colunas CTO-20AC, Detector PDA SPD-M20A, Espectrômetro de massas MS-2010, 

Coluna Analítica C18 (150 x 2,1 mm x 2,5 µm, Shim-Pack, Califórnia, EUA) com coluna de 

guarda contendo a mesma fase estacionária da coluna e software de gerenciamento 

LabSolution. 

4.5. Preparo de soluções padrão dos pesticidas 

Foram medidas as massas dos padrões sólidos a fim de se obter soluções individuais 

dos pesticidas com uma concentração de 1000 μg mL-1 em 10 mL de metanol grau HPLC. 

A partir destas soluções foi obtida uma solução intermediária conjunta da mistura dos 

pesticidas com uma concentração de 10 μg mL-1 e, em seguida, diluída para 1 μg mL-1. As 

soluções foram armazenadas em frascos de vidro com tampa com rosca e mantidas sob 

refrigeração. 

4.6. Obtenção das amostras 

As amostras de cerveja foram adquiridas e armazenadas no Laboratório de Análise 

de Compostos Orgânicos Poluentes (LCP), da Universidade Federal de Sergipe, sob 

refrigeração a -2 °C.  

 

4.7. Pré-tratamento da amostra 

Uma quantidade de 40 mL da cerveja foi submetida a um processo de 

desgaseificação com auxílio de ultrassom durante 6 minutos a fim de eliminar CO2 contido 

na amostra.  

4.8. Fortificação da amostra 

A fortificação das amostras de cervejas comerciais foi efetuada em uma proveta 

antes do processo de desgaseificação. Para o SPE, 40 mL de cerveja foram fortificadas 

com 400 μL da solução dos pesticidas de concentração 10 μg mL-1, obtendo um nível de 

fortificação 1 μg mL-1 após concentração dos analitos. A extração foi realizada em triplicata. 

 



38 
 

 

4.9. Procedimento de extração por SPE com adsorvente comercial 

 

No sistema para SPE, com fluxo de aproximadamente 1,0 mL min-1, o cartucho 

contendo 150 mg de adsorvente C18 foi condicionado por meio da percolação de 2 mL de 

metanol/diclorometano (90:10) seguido de 2 mL de água ultrapurificada. Em seguida, foi 

realizada a percolação de 10 mL de cerveja. O cartucho foi seco por 5 minutos e, em 

seguida, os analitos foram eluídos com 3 mL de uma mistura metanol/diclorometano 

(90:10), coletando o eluato em um balão de fundo redondo, que foi concentrado em um 

evaporador rotatório (50 ºC e 120 rpm) até quase a secura. O volume do eluato foi ajustado 

através da reconstituição com adição de metanol em um balão volumétrico de 1 mL e filtrado 

com uma membrana de nylon 0,22 μm para análise em LC-MS. 

 

4.10. Procedimento de extração por SPE com adsorvente alternativo 

No sistema para SPE, com fluxo de aproximadamente 1,0 mL min-1, o cartucho 

contendo 150 mg do adsorvente biocarvão de aguapé foi condicionado por meio da 

percolação de 2 mL de metanol/diclorometano (60:40) seguido de 2 mL de água 

ultrapurificada. Em seguida, foi realizada a percolação de 10 mL de cerveja. O cartucho foi 

seco por 5 minutos e, em seguida, os analitos foram eluídos com 3 mL de uma mistura 

metanol/diclorometano (60:40), coletando o eluato em um balão de fundo redondo, que foi 

concentrado em um evaporador rotatório (50 ºC e 120 rpm) até quase a secura. O volume 

do eluato foi ajustado através da reconstituição com adição de metanol em um balão 

volumétrico de 1 mL e filtrado com uma membrana de nylon 0,22 μm para análise em LC-

MS. 
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4.11. Condições instrumentais de análise 

 

A Tabela 3 apresenta as condições instrumentais de análise para o cromatógrafo 

líquido/espectrômetro de massas.  

 
 

Tabela 3- Condições instrumentais de análise no LC/MS. 

 
Condições do Cromatógrafo Líquido 

 
Fase estacionária analítica: Shim-Pack UC-X RP C18 2,5 μm (150 x 2,1 mm)  

Fluxo da fase móvel: 0,5 mL min-1 

Modo de eluição: Eluição Gradiente, 30%B (0,00-0,01 min), 100%B (0,01-10 min), 

100%B (10-15 min), 30%B (15-18 min), tempo de controle (18-20 min)  

Fase móvel: A: Água (5 mmol L-1 NH4HCO2); B: Metanol (5 mmol L-1 NH4HCO2)  

Temperatura do Forno de colunas: 40 ºC  

Volume de injeção: 5 μL 

 

 

 

 

 

Condições do Espectrômetro de Massas MS-2020 

 

 

Interface: Electrospray (ESI)  

Modo MS: SIM, Modos positivo e negativo  

Temperatura da interface: 350 ºC  

Temperatura da DL: 250 ºC  

Fluxo do gás de nebulização: N2, 1,5 L min-1 

Fluxo do gás de secagem: N2, 10 L min-1 

Voltagem da fonte de ionização: 3,5 kV 
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4.12. Limpeza da vidraria 

A lavagem da vidraria seguiu procedimento padrão utilizado no Laboratório de 

Análise de Compostos Orgânicos Poluentes (LCP), como segue:  

• Enxágue com água corrente, por três vezes;  

• Lavagem com água destilada;  

• Lavagem com água ultrapura;  

• Enxágue com acetato de etila;  

• Secagem em estufa a 100°C (exceto as vidrarias volumétricas).  

 

4.13. Descarte de Resíduos 

Os solventes e resíduos sólidos utilizados nas análises foram armazenados em 

recipientes de descarte devidamente identificados para posterior coleta realizada por 

empresa responsável. 

 

 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1. Seleção de pesticidas dentre os autorizados pela ANVISA 

Os ingredientes ativos permitidos para uso agrícola no país estão listados no painel 

de monografias autorizadas pela ANVISA [33]. Ao realizar uma pesquisa dos pesticidas 

utilizados nas culturas de arroz, milho e cevada, pode-se encontrar uma lista com 167 

ingredientes ativos para essas culturas. Dessa relação foram escolhidos 22 pesticidas com 

base na disponibilidade desses padrões no Laboratório de Análise de Compostos 

Orgânicos Poluentes (LCP).  

Os pesticidas utilizados nessas culturas podem estar presentes nos cereais que são 

utilizados como adjuntos cervejeiros e, consequentemente podem permanecer durante o 

processo de produção da bebida, persistindo até o produto final que é a cerveja. A 

possibilidade de contaminação da cerveja torna necessária a avaliação da presença desses 

pesticidas. Logo, foram selecionados os pesticidas abamectina, acetamiprido, ametrina, 
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azoxistrobina, atrazina, carbendazim, carbossulfano, clorpirifós, deltametrina, diurom, 

epoxiconazol, esfenvalerato, flutriafol, haloxifope, imidacloprido, lufenuron, malationa, 

propanil, simazina, terbufós, tiametoxam e tiofanato-metílico.  

Após a seleção dos pesticidas é importante conhecer as características dos analitos 

em estudo. Para isso foram obtidas informações gerais e suas propriedades físico-

químicas, as quais estão apresentadas nas Tabelas 4, 5 e Figura 2. 
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Pesticida Grupo Químico Fórmula 
Molecular 

Modo de Ação Utilização na 
Cultura 
Agrícola 

Classe 
Toxicológica 

LMR1 

(mg kg-1) 
 

Abamectina Avermectinas C95H142O28 Inseticida Milho III          0,005 

 

Acetamiprido Neonicotinóide C10H11ClN4 Inseticida Arroz; Milho; 
Cevada 

III          0,05 
         0,3* 

1,00** 
 

Ametrina Triazina C9H17N5S Herbicida Milho III          0,04 
 

Azoxistrobina Estrobilurina C₂₂H₁₇N₃O₅ Fungicida Cereais III          0,01 
         0,7* 
         0,6** 

Atrazina Triazina C8H14ClN5 Herbicida Milho; III 0,250 

Carbendazim Benzimidazol C9H9N3O2 Fungicida Milho; Arroz; 
Cevada 

III          0,05 
0,05* 

    0,200** 
 

Carbossulfano Carbamato C20H32N2O3S Inseticida Milho; Arroz III          0,02 

Clorpirifós Organofosfato C9H11Cl3NO3PS Inseticida Milho; Cevada; 
Trigo 

III 0,100 
   0,100** 

 
Deltametrina Piretróide C22H19Br2NO3 Inseticida Milho; Arroz; 

Cevada 
III 1,00 

  1,00* 
 

Diurom Felilamida C9H10Cl2N2O Herbicida Cereais; III 0,05 

Epoxiconazol Triazol C17H13ClFN3O Fungicida Arroz; Milho; III 0,05 
0,3* 

  1,00* 

Tabela 4- Informações gerais sobre os pesticidas em estudo. Fonte: ANVISA; IUPAC PPDB [33,96]. 
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*LMR para culturas de arroz.; ** LMR para culturas de cevada. 

 

 

Esfenvalerato Piretróide C25H22ClNO3 Inseticida Arroz; Milho; 
Trigo 

 

III 1,00 
  1,00* 

Flutriafol Triazol C16H13F2N3O Fungicida Arroz; Milho III 0,05 
0,1* 

 
0,1* 

Haloxifope Ariloxifenoxipropionato C15H11ClF3NO4 Herbicida Milho III  0,01 

       

Imidacloprido Neonicotinóide C9H10ClN5O2 Inseticida Arroz; Milho; 
Cevada 

III 0,20* 
  0,50** 

0,50 
       

Lufenuron Benzoilureia C17H8Cl2F8N2O3 Inseticida Milho III 0,05 

Malationa Organofosfato C10H19O6PS2 Inseticida Arroz; Milho III 8,00 
  8,00* 

 
Propanil Anilida C9H9Cl2NO Herbicida Arroz; Trigo III   2,00* 

Simazina Triazina C7H12ClN5 Herbicida Milho III 0,02 

Terbufós Organofosfato C9H21O2PS3 Inseticida Milho III 0,05 

Tiametoxam Neonicotinóide C8H10ClN5O3S Inseticida Arroz; Milho; 
Cevada 

III 0,02 
          1,00* 

      0,300** 
 

Tiofanato–

metílico 

Benzimidazol C12H14N4O4S2 Fungicida Arroz; Milho; 
Cevada 

III 2,00 
0,5* 

     0,200** 

Tabela 4: Continuação 
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Tabela 5- Propriedades físico-químicas dos pesticidas em estudo. Fonte: ANVISA; IUPAC PPDB; PubChem [33,96,97].  

Pesticida MM (g mol-1)  Temperatura de 
ebulição (ºC)  

Solubilidade 
em H2O  
(mg L-1)  

Solubilidade 
solvente 
orgânico 
 (mg L-1)  

pKa LogKow 
 
 
 

Abamectina 1732,1 941 0,0078 Acetona 
(1,5x105) 
Metanol(2,1x104) 

 

12,47 4,30 

Acetamiprido 222,67 222 2,9x103 Acetona 
(2,0x105) 
Diclorometano 
(2,0x105) 
Metanol (1,5x105) 
 

0,7 0,8 

Azoxistrobina 403,4 360 6,7 Metanol 
(2,0x104) 
Hexano (57) 

ND 2,5 

       

Atrazina 215,68  205  35  Acetato de Etila 
(2,4x104)  
Hexano 
(1,1x102)  
 

1,7  2,70  

Ametrina 
 

 

227,12  337  200  Acetona 
(5,69x104)  
Hexano 
(1,40x103)  
 

10,07  2,63  

 
 
 

      



45 
 

 

       

Carbendazim 
 

191,2 - 8,0 Etanol (3x102) 
Acetato de etila 
(1,4x102) 
 

4,2 1,48 

Carbossulfano 380,5 219,3 0,11 Metanol 
(2,5x105) 
 

2,32 7,42 
 

Clorpirifós 350,59 375,9 1,05 Hexano 
(7,7x105) 
Metanol 
(2,9x105) 
Acetato de etila 
(4x106) 

ND NE 

       

Deltametrina 505,20  300  0,0002  Acetona 
(4,5x105)  
Metanol 
(8,15x103)  
 

10,65  4,6  

Diurom 233,09  356  35,6  Acetona 
(5,36x104)  
Acetato de Etila 
(2,1x104)  
 

13,18  2,87  

Epoxiconazol 329,8 - 7,1 Acetato de etila 
(1x105) 
Acetona 
(1,4x105) 
 
 

2,00 3,58 

Esfenvalerato 419,9 356 1x10-3 Metanol  
(8,2x104) 
Acetona 
(5,0x105) 

10,64 6,24 
 
 
 

Tabela  5 - Continuação 
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Flutriafol 301,3 99 - Metanol 
(1,1x105) 
Acetona 
(1,16x105) 
 

2,3 2,3 

Haloxifope 361,70 - 1,6 Acetona 
(1,0x106) 
Acetato de etila 
(5,1x105) 
Hexano (170) 
 

4,27 NE 

Imidacloprido 255,66 - 0,061 Diclorometano 
(6,4x104) 
Isopropanol(2,3x
104) 
Tolueno 
(6,9x102) 
 

1,56 0,57 

Lufenuron 511,7 - 4,6x10-2 Acetato de etila 
(3,3x105) 
Acetona 
(4,6x105) 
 

10,2 5,12 

Malationa 330,4 - 143 Metanol 
(2,5x105) 
Acetona 
(2,5x105) 
 

ND 2,75 

Propanil 218,1 351 130 Metanol 
(6,5x105) 
 
Acetona 
(1,7x106) 

13,90 2,29 
 
 

Tabela 5 - Continuação 
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Simazina 201,66 - 5 Acetona 
(6,6x105) 
Metanol 
(4,0x102) 
 

1,62 2,3 

Terbufós 288,4 69 5,7 Etanol (5,7x102) 
 

ND 4,48 
 

Tiametoxam 291,7 - 4100 Acetona 
(1,5x103) 
Metanol (13) 
Acetato de etila 
(7,0) 
Diclorometano 
(110) 
 

0,40 -0,13 
 

Tiofanato-
metílico 

342,4 - 18,5 Acetona 
(3,0x105) 
 

7,38 1,4 

       

       

       

MM= Massa Molar; pKa= constante de acidez; Kow= constante de partição octanol-água; ND= não se dissocia; NE=não encontrado. 

Tabela 5: Continuação 
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As propriedades dos pesticidas são fatores que devem ser avaliados, pois auxiliam 

na compreensão do comportamento desses compostos no ambiente. O coeficiente de 

partição octanol-água (Kow) está relacionado à afinidade da molécula com a fase polar 

(água) e fase apolar (octanol), definindo se o composto é hidrofóbico (caso apresente 

valores elevados e não tenham afinidade com água) ou hidrofílico (com baixos valores de 

Kow e solúveis em água) [98].  

Com base ainda no coeficiente de partição octanol-água, compostos não polares 

possuem geralmente log Kow > 4 e os compostos polares apresentam o log Kow < 1,5, 

enquanto que os compostos de polaridade intermediária apresentam log Kow entre 1,5 e 4 

[99]. 

Dessa forma a grande maioria dos pesticidas estudados são hidrofílicos e 

moderadamente polares como é o caso do propanil, simazina, malationa, flutriafol, 

epoxiconazol, diurom, ametrina, atrazina e azoxistrobina. Destacando também compostos 

não polares como terbufós, lufenuron, deltametrina e abamectina, altamente polar como é 

o caso do tiametoxam e imidacloprido e dois deles são polares como o carbendazim e 

tiofanato-metílico. 

Esse parâmetro também é um indicativo para avaliar a bioacumulação do composto 

no ambiente, uma vez que substâncias com log Kow maior que 3 apresentam tendência 

acumulativa [99]. Os pesticidas como carbossulfano, esfenvalerato e lufenuron apresentam 

valores elevados de log Kow, indicando que são compostos com grande capacidade de 

bioacumulação [100]. 

O pKa indica o caráter ácido do analito. De modo geral, quanto menor o pKa mais 

forte será o ácido e maior a probabilidade de ser ionizado [99]. 

A solubilidade em água de forma elevada indica a tendência do composto ser 

removido do solo, assim os compostos como acetamiprido, ametrina e tiametoxam 

possuem maior probabilidade de serem carregados pela chuva. Mas nem sempre a elevada 

solubilidade está relacionada com a maior mobilidade no solo, pois o composto pode 

também apresentar elevada capacidade de retenção, além de diferentes interações [101].
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Figura 2- Estruturas moleculares, nomes comerciais e científicos dos pesticidas em estudo. Fonte: ANVISA; IUPAC PPDB [33,96]. 
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Para o desenvolvimento da metodologia proposta neste trabalho por SPE e LC-

MS, a princípio foram otimizadas as condições cromatográficas para análise 

simultânea dos pesticidas selecionados, seguido dos experimentos de bancada para 

alcançar a mais eficiente extração dos pesticidas da cerveja. 

As separações analíticas em fase reversa são realizadas utilizando uma coluna 

de fase C18, devido ao maior comprimento da cadeia lateral do grupo alquila na fase 

permitindo ser menos polar [59]. A coluna avaliada para desenvolvimento das 

condições de trabalho foi a Shim-Pack UC-X RP por apresentar um grupo funcional 

polar entre a sílica e o grupo C18, permitindo ser utilizada para compostos de uma 

ampla faixa de polaridade, além de garantir elevada reprodutibilidade de análise [102]. 

5.2. Otimização das condições instrumentais de análise 

As soluções individuais dos 22 pesticidas (abamectina, acetamiprido, ametrina, 

atrazina, azoxistrobina, carbendazim, carbossulfano, clorpirifós, deltametrina, diurom, 

epoxiconazol, esfenvalerato, flutriafol, haloxifope, imidacloprido, lufenuron, malationa, 

propanil, simazina, terbufós, tiametoxam e tiofanato-metílico) foram preparadas na 

concentração de 1000 µg mL-1 e uma solução conjunta com concentração de 1 µg mL-

1 foi analisada no LC-MS no modo exploratório de eluição.   

A análise exploratória foi realizada a partir da eluição em modo gradiente 

variando o percentual de solvente orgânico (5 a 100%) na composição da fase móvel 

constituída de solvente orgânico (metanol): água com formiato de amônio (5 mmol L-

1). O metanol foi escolhido devido a estudos anteriores no grupo de pesquisa terem 

avaliado e os analitos apresentaram bom perfil de separação na presença desse 

solvente. Ressalta-se também que esse solvente é amplamente empregado na ESI 

juntamente com esse aditivo volátil na composição da fase móvel, além de ser 

adequado para utilizar na cromatografia em fase reversa, em que a fase estacionária 

é apolar enquanto a fase móvel é solvente de caráter polar [103]. O metanol também 

é preferido em comparação com acetonitrila na análise de pesticidas por LC-MS (ESI), 

pois apresenta uma força eluotrópica inferior, necessitando assim de uma 

porcentagem maior de solvente para obter a mesma força cromatográfica da 

acetonitrila e dessa forma terá maior sensibilidade durante a eluição dos compostos 

[104]. 
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A escolha do formiato de amônio como aditivo resultou também de estudos 

realizados no grupo de pesquisa do LCP nos quais avaliaram as áreas de alguns 

desses pesticidas em presença do formiato de amônio (NH4HCO2) e ácido fórmico 

(CH₂O₂). Os resultados obtidos indicaram que os analitos na presença do NH4HCO2 

apresentaram uma área superior em comparação com o CH₂O₂ utilizado como aditivo. 

O comparativo dos resultados obtidos pode ser visto na Tabela 6.   

Tabela 6: Comparativo das áreas dos sinais do analitos em presença do 

formiato de amônio e em presença do ácido fórmico. 

Pesticida Área com formiato 

de amônio 

Área com ácido fórmico 

Abamectina 2,49E+07 1,59E+07 

Ametrina 1,74E+08 1,63E+08 

Atrazina 1,17E+08 1,36E+08 

Azoxistrobina 6,59E+07 3,32E+07 

Acetamiprido 2,17E+07 5,43E+06 

Deltametrina 9,74E+06 2,64E+06 

Diurom 6,78E+07 1,97E+07 

Flutriafol 1,47E+07 2,02E+07 

Epoxiconazol 8,55E+07 9,31E+07 

Esfenvalerato 1,81E+06 8,43E+06 

Flutriafol 4,93E+07 1,04E+08 

Imidacloprido 3,79E+07 2,28E+07 

Lufenurom 1,21E+06 1,46E+07 

Malationa 1,42E+07 5,66E+06 

Simazina 4,56E+07 6,51E+07 

Terbufós 2,19E+07 8,75E+06 

Tiametoxam 1,19E+07 2,39E+06 

Tiofanato - metílico 3,94E+07 6,58E+06 

 

Avaliando as áreas obtidas para o sinal dos analitos em presença do formiato 

de amônio foi notável melhores áreas para maior parte dos analitos, culminando para 

escolha desse aditivo na composição da fase móvel.   
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Posteriormente, para auxiliar na escolha do gradiente foi realizada uma análise 

exploratória no modo de varredura Scan com um intervalo de m/z entre 100-900 Da, 

que foi escolhido devido aos analitos apresentarem massas molares dentro dessa 

faixa. A análise exploratória ainda buscou verificar quais íons (m/z) seriam 

monitorados para cada pesticida, observando a resposta desses analitos através da 

protonação [M+H]+ com hidrogênio, sódio [M+Na]+ e amônio [M+NH4]+, além da 

desprotonação [M-H]- e formação de adutos de formiato [M+HCOO-] de forma que 

pudesse constatar se a ionização ocorria no modo positivo ou negativo.  

Ainda para escolha da composição do gradiente, foi calculada a porcentagem 

de metanol que seria necessária para cada um dos 22 analitos serem eluídos na 

coluna cromatográfica. Isso foi possível devido à obtenção do tempo de retenção de 

cada analito através da análise exploratória em um tempo de 30 minutos. Os 

cromatogramas, espectros de massas com a identificação dos analitos, tempos de 

retenção, modo de ionização e porcentagem de metanol podem ser vistos nas Figuras 

3, 4 e Tabela 7, respectivamente, nas condições apresentadas no tópico 5.2. 

Figura 3- Cromatogramas da solução padrão conjunta dos pesticidas preparada na 
concentração de 1 µg mL-1em metanol, modo SCAN com vazão de 0,5 mL min -1. Para 
condições instrumentais de análise, ver tópico 5.2. 
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Figura 4: Espectros de massas da solução padrão conjunta dos pesticidas preparadas na concentração de 1 µg mL  -1 em metanol, 

modo SCAN com vazão de 0,5 mL min -1. 
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Tabela 7- Tempos de retenção, modo de ionização, relação m/z e porcentagem de 
metanol dos pesticidas, obtidos através da análise exploratória de soluções padrão 
dos pesticidas. 

Pesticidas 
Modo de 
Ionização 

m/z TR (min) %Metanol 

Tiametoxam + [M+H]+ - 292 5,1 21,2 

Imidacloprido + [M+H]+ - 256 7,1 27,6 

Acetamiprido + [M+H]+ - 223 7,8 29,9 

Carbendazim + [M+H]+ - 192 9,6 35,3 

Simazina + [M+H]+ - 202 11,5 41,4 

Haloxifope - [M-H]- - 360 11,9 42,6 

Tiofanato-metílico + [M+H]+ - 343 12,3 44,1 

Atrazina + [M+H]+ - 216 13,1 46,6 

Flutriafol + [M+H]+ - 302 13,2 46,8 

Diurom + [M+H]+ - 233 14,1 49,7 

Ametrina + [M+H]+ - 228 14,7 51,4 

Azoxistrobina + [M+H]+ - 404 14,8 51,7 

Malationa + [M+NH4]+ - 348 15,1 52,7 

Propanil - [M-H]- - 216 15,4 53,9 

Epoxiconazol + [M+H]+ - 330 16,1 55,8 

Terbufós + [M+H]+ - 289 18,2 62,5 

Abamectina + [M+NH4]+ - 895 18,7 64,3 

Clorpirifós + [M+H]+ - 350 19,0 65,2 

Lufenuron - [M-H]- - 509 19,3 66,0 

Carbossulfano + [M+H]+ - 381 19,5 66,6 

Esfenvalerato + [M+NH4]+ - 437 20,0 68,4 

Deltametrina + [M+NH4]+ -   523 20,1 68,6 

Tr= Tempo de retenção. 

 

Os cromatogramas mostraram que foi possível obter um bom perfil de 

separação dos analitos, assim como os espectros de massas indicam a identificação 

de cada um desses analitos através da relação m/z. Além disso, os resultados são 

capazes de mostrar uma ampla faixa de proporção de metanol na fase móvel, o que 

permite uma melhor definição para composição do gradiente. Logo, como forma de 
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otimizar as condições instrumentais de análise, foi avaliado o analito que apresentou 

o menor tempo de retenção, ou seja, que eluiu primeiro (tiametoxam) definindo assim 

uma porcentagem inicial em 30% de metanol e por fim, buscou finalizar o gradiente 

em 100% garantindo o tempo necessário para retorno das condições iniciais e 

concluindo a corrida cromatográfica em um tempo de 20 minutos. Essa porcentagem 

para finalizar o gradiente foi escolhida como forma de garantir eluição completa dos 

compostos, além de permitir uma melhor manutenção da coluna cromatográfica. Esse 

gradiente também foi escolhido devido ter apresentado resultados satisfatórios para a 

maioria dos analitos que foram avaliados anteriormente no grupo de pesquisa, 

apresentando uma boa separação e simetria dos sinais obtidos. Analisando a Figura 

5 é possível verificar a ocorrência de uma separação satisfatória dos analitos nas 

condições supracitadas. 

Figura 5- Cromatogramas da solução padrão conjunta dos pesticidas preparadas na 

concentração de 1 µg mL-1em metanol, modo SIM com vazão de 0,5 mL min-1. Para 

condições instrumentais de análise, ver tópico 5.2. 

 

1-simazina (Tr: 5,6); 2-terbufós (Tr: 8,95); 3-tiametoxam (Tr: 2,50); 4-malationa (Tr: 7,02); 5-propanil 
(Tr: 7,39); 6-clorpirifós (Tr: 9,57); 7-carbossulfano (9,84); 8-epoxiconazol (Tr: 7,59); 9-abamectina (Tr: 
9,22); 10-lufenuron (Tr: 9,67); 11-flutriafol (Tr: 6,11); 12-azoxistrobina (Tr: 6,77); 13-atrazina (Tr: 6,30); 
14-haloxifope (5,24); 15-ametrina (Tr: 6,98); 16-esfenvalerato (Tr: 10,31); 17-acetamiprido (Tr: 3,73); 
18-diurom (Tr: 6,71); 19-carbendazim (Tr: 4,91); 20-tiofanato-metílico (Tr: 5,82); 21-imidacloprido (Tr: 
3,45); 22-deltametrina (Tr: 10,35). 
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Com o gradiente definido, foi avaliado a vazão da fase móvel que é um fator 

que influencia no processo de separação dos analitos, além de estar relacionado com 

a velocidade de difusão da massa do soluto entre a fase móvel e a fase estacionária 

[105]. Em HPLC, reduzir a vazão geralmente melhora a separação dos analitos. Logo, 

foi avaliado se diminuindo a vazão da fase móvel os analitos continuavam 

apresentando elevadas intensidades dos sinais e com separação adequada.  Ainda 

de acordo com Snyder et al., 2010 [105], esse fator influencia na retenção dos 

compostos de modo que aumentando a velocidade irá diminuir o tempo de interação 

do analito com a fase estacionária e, consequentemente, diminuir o tempo de retenção 

do analito. Enquanto que diminuir essa velocidade da fase móvel, aumenta o tempo 

de interação entre o analito e a fase estacionária, ambos os casos acabam refletindo 

na separação dos analitos. Os cromatogramas apresentados na Figura 6 mostram 

que ao utilizar uma vazão de 0,4 mL min -1 ocorreu uma supressão dos sinais dos 

analitos, pois de acordo com as propriedades dos detectores a resposta do sinal é 

proporcional a vazão que chega ao detector. Além disso, o tempo de retenção 

apresentado foi bem semelhante e dessa forma, a condição presente na Figura 5 com 

vazão de 0,5 mL min-1 foi a mais satisfatória para separação desses analitos. 
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Figura 6- Cromatogramas da solução padrão conjunta dos pesticidas preparadas na 
concentração de 1 µg mL-1 em metanol, modo SCAN com vazão de 0,4 mL min -1. 
Para condições instrumentais de análise, ver tópico 5.2. 

 

1-simazina; 2-terbufós; 3-tiametoxam; 4-malationa; 5-propanil; 6-clorpirifós; 7-carbossulfano; 8-

epoxiconazol; 9-abamectina; 10-lufenuron; 11-flutriafol; 12-azoxistrobina; 13-atrazina; 14-haloxifope; 

15-ametrina; 16-esfenvalerato; 17-acetamiprido; 18-diurom; 19-carbendazim; 20-tiofanato-metílico; 21-

imidacloprido; 22-deltametrina. 

Estudos apresentados anteriormente [74,75,106] relataram que a ESI é uma 

fonte de ionização mais branda permitindo trabalhar com uma ampla faixa de 

polaridade e apresenta uma melhor ionização dos analitos, além de ter um bom 

desempenho ao ser utilizado com cromatografia de fase reversa e ser caracterizada 

por apresentar o sinal do analito mais intenso em relação aos componentes da matriz. 

Assim, a interface ESI foi escolhida devido ser adequada para trabalhar com 

compostos de baixa a alta polaridade e ser uma fonte de ionização bastante utilizada 

em trabalhos anteriores (tópico 2.7.) para determinação de pesticidas em diferentes 

matrizes. 
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Por fim, o fluxograma da Figura 7 mostra as condições instrumentais que foram 

satisfatórias para separação e identificação dos 22 pesticidas. Em seguida, foi 

otimizado um método de extração para os analitos avaliados no presente trabalho. 

Figura 7: Fluxograma com a condição instrumental otimizada para separação 

e identificação dos pesticidas. 

 

5.3. Desenvolvimento do método por SPE 

Na SPE, a escolha do tipo e da quantidade de adsorvente, volume da amostra, 

solvente de condicionamento e de eluição são alguns dos parâmetros que devem ser 

avaliados para obtenção de melhores resultados de extração. Para a escolha do 

adsorvente e solvente de eluição adequados leva-se em consideração as 

propriedades dos analitos de interesse, natureza da matriz, assim como interferentes 

que devem ser eliminados. Foram avaliados e escolhidos experimentalmente a 

quantidade do adsorvente de trabalho, solvente de eluição e seu volume. Os 

parâmetros estão descritos nos subitens do tópico 5.3. 

5.3.1. Seleção do adsorvente 

A escolha do adsorvente apropriado depende das suas propriedades 

hidrofóbicas ou hidrofílicas que auxiliam na compreensão do processo de interação 

que ocorre entre o adsorvente e o analito de interesse, características do analito, 

matriz da amostra e solventes envolvidos na etapa de extração. Os mecanismos de 

retenção mais comuns em SPE são baseados nas forças de van de Waals (interações 

não polares), ligações de hidrogênio, forças dipolo-dipolo (interações polares), além 

das interações iônicas [107]. 
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Os percentuais de recuperação foram avaliados como forma de definir qual 

adsorvente apresentava melhor capacidade de retenção no qual juntamente com o 

solvente de eluição adequado permitiria que os analitos apresentassem esses 

resultados na faixa de 70 – 120 % com desvio padrão ≤ 20% [79]. Tais resultados 

foram obtidos com base na quantificação das áreas integradas dos picos 

cromatográficos dos extratos fortificados e dos picos da solução comparação através 

do cálculo com base na equação (1) 

(1)             Recuperação (%) =  
Área do extrato

Área da solução comparação
 x 100 

Em que a área do sinal no extrato é obtido através do resultado referente a 

fortificação da amostra antes do processo de extração, enquanto a área da solução 

comparação corresponde ao extrato que foi fortificado durante a etapa de 

reconstituição, ou seja, após todo o processo de extração  

Os testes de recuperação foram realizados com os adsorventes comerciais 

alumina neutra, florisil, sílica gel, amina primária-secundária (PSA) e C18 já que suas 

características favorecem boa capacidade de retenção. Inicialmente, o solvente de 

eluição foi o metanol devido a solubilidade dos analitos neste solvente. Para os testes 

de otimização, a amostra foi sonificada no ultrassom por 6 minutos, o cartucho foi 

condicionado com 2 mL de metanol e 2 mL de água, utilizando um nível de fortificação 

de 1 μg mL-1 em cerveja com o volume de amostra de 10 mL. A Figura 8 apresenta a 

estrutura dos adsorventes, enquanto que as Figuras 9 (A), (B) e (C) mostram os 

gráficos indicando os percentuais de recuperação obtidos nos estudos com os 

diferentes adsorventes.  

Figura 8- Fórmula estrutural dos respectivos adsorventes comerciais avaliados [59] 
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Figura 9: Percentuais de recuperação (n=3) dos pesticidas estudados com nível de 

fortificação de 1 μg mL-1, utilizando 500 mg dos adsorventes alumina neutra e florisil 

(A), sílica e PSA (B), C18 (C) com 5 mL de metanol como solvente de eluição. Para 

valores de recuperação e desvio padrão relativo, ver apêndice 1. 
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Analisando os resultados apresentados foi possível constatar que os 

adsorventes PSA, sílica gel e alumina neutra apresentaram uma menor recuperação 

dos analitos dentro da faixa de 70-120% que é estabelecido pela ANVISA como 

intervalo ideal para recuperação dos pesticidas em variadas matrizes. Utilizando o 

PSA como adsorvente apenas a abamectina teve recuperação dentro da faixa, com 

79 ± 9% de eficiência, os demais apresentaram valores inferiores a 61%. Isso pode 

ser justificado com base em trabalhos anteriores como de Mol et al., 2007 [64] 

utilizaram PSA como adsorvente para análise de frutas e vegetais e notou a redução 

dos valores de recuperação dos analitos devido a forte interação entre os grupos 

polares dos analitos e do grupo amino do PSA. Além disso, esse adsorvente apresenta 

valores de recuperação baixos quando compostos ácidos são extraídos e isso pode 

ser observado com base nos valores do pKa para maioria dos pesticidas presentes na 

Tabela 5 (tópico 5.1), onde quanto mais baixo for o pKa mais forte será o ácido.  

Empregando a alumina neutra as recuperações variaram de 2 ± 4% - 93 ± 16% 

e três analitos como a abamectina, lufenuron, terbufós tiveram recuperação na faixa 

de 70 - 120% devido serem compostos apolares e o adsorvente utilizado apresentar 

como característica melhor adsorção desses compostos. Ao utilizar a sílica, as 

recuperações variaram de 10 ± 8% - 125 ± 2%, com o clorpirifós, abamectina e 

lufenuron apresentando recuperação de 80 ± 5%, 125 ± 2% e 108 ± 4%, 

respectivamente. A baixa recuperação em quantitativo de analitos utilizando a sílica 

está relacionada ao fato de facilmente adsorver água presente na matriz e formar 

ligações de hidrogênio com os grupos silanóis [107]. Dessa forma, como a cerveja é 

constituída majoritariamente por água, provavelmente a superfície da sílica foi 

recoberta por moléculas de água diminuindo a disponibilidade de sítios para ocorrer a 

adsorção. 

Com isso, é possível ressaltar que o PSA, alumina neutra e sílica apresentam 

características polares e ao trabalhar com compostos polares e de polaridade 

intermediária, pode resultar em adsorção irreversível em suas superfícies fazendo 

com que os analitos de interesse não sejam removidos durante o processo de eluição 

com o emprego de solventes polares que geralmente é utilizado nessa técnica 

[59,107].  
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O florisil apesar de ser um adsorvente polar é ideal para limpar extratos 

contendo pesticidas não polares e remove a maioria dos interferentes quando é eluído 

com solvente não polar apropriado devido a diferença de polaridade permitir maior 

remoção desses compostos [107]. Os resultados mostraram uma maior recuperação 

para grande parte dos analitos ao utilizar esse adsorvente. Enquanto que o C18, que 

é caracterizado por ser um adsorvente apolar, também apresentou boas recuperações 

para os analitos avaliados e isso é evidente devido à maioria dos pesticidas serem de 

polaridade intermediária. Logo, esses dois adsorventes foram escolhidos para seguir 

nos testes posteriores por terem apresentado percentuais de recuperação da maioria 

dos analitos na faixa entre 70 - 120%. 

5.3.2. Influência do processo de secagem do cartucho 

Definido os adsorventes que apresentaram melhores resultados de 

recuperação dos pesticidas, foi avaliado se a secagem do cartucho após passar a 

amostra seria um fator que influenciaria na recuperação. Estudos anteriores como de 

Hengel et al., 2002 [62] mencionaram deixar o cartucho secando por alguns minutos 

antes da etapa de eluição. Gunter et al., 2016, [108] enfatizaram em seu trabalho em 

que utilizaram a SPE para determinação de pesticidas em amostras de água, o fato 

de que se a secagem do disco for negligenciada, os poros serão preenchidos com 

água e durante a eluição, o solvente pode não ser capaz de penetrar nos poros por 

causa de razões de miscibilidade e/ou viscosidade. Com isso, pode resultar em 

recuperações mais baixas e desvios padrão mais elevados [109]. 

Nessa etapa, o teste foi realizado com o C18 devido ter apresentado bons 

percentuais de recuperação dos analitos e por ser um adsovente comumente utilizado 

na SPE. Após passagem da amostra, o cartucho foi seco por um período de 5 minutos 

e em seguida eluído com 5 mL de metanol. Os resultados obtidos estão apresentados 

na Figura 10. 
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Figura 10- Avaliação da eficiência de recuperação com a etapa de secagem do 
cartucho contendo 500 mg de C18 (n=3) com nível de fortificação de 1 μg mL-1 e 5 mL 
de metanol como solvente de eluição. Para valores de recuperação e desvio padrão 
relativo, ver apêndice 2. 

 

 

Analisando os gráficos da Figura 10 foi possível verificar que a etapa de 

secagem da fase sólida do cartucho interferiu na recuperação dos analitos 

apresentando bons valores de recuperação. O C18 tinha anteriormente recuperado 

um total de 13 analitos na faixa de 72 ± 5% - 133 ± 3% e após avaliação da etapa de 

secagem as recuperações aumentaram para 15 dos 22 pesticidas em estudo sendo 

que estavam dentro da faixa de 81 ± 3% - 108 ± 11%, indicando um aumento de 

recuperação para mais analitos.  

Em estudos anteriores que utilizaram a SPE para extração de pesticidas em 

outras matrizes, alguns autores também estabeleceram tempo de secagem do 

cartucho como forma de garantir uma maior interação dos analitos com a fase 

estacionária [62,110]. Como os resultados apresentados na Figura 10 mostraram que 

a etapa de secagem do cartucho influenciou de forma positiva na recuperação dos 

analitos, foi definido utilizar um tempo de secagem do cartucho por 5 minutos após 

passar a amostra durante os demais testes de otimização. 
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5.4. Seleção da quantidade de C18 

 

A quantidade de adsorvente utilizado na SPE também é um dos parâmetros 

que interfere no processo de recuperação dos analitos, pois está diretamente 

relacionado com alguns fatores como o volume da amostra a ser extraída, 

interferentes presentes e complexidade da matriz [59]. Inicialmente foi avaliada a 

eficiência de extração utilizando 500 mg de C18 e, em seguida, procurou reduzir a 

quantidade de adsorvente para 300 e 150 mg, respectivamente, verificando se uma 

menor quantidade poderia apresentar resultados tão satisfatórios quanto utilizar uma 

quantidade superior desse material. 

A Figura 11 apresenta os valores de recuperação dos pesticidas a partir da 

redução da quantidade de C18 e utilizando como solvente de extração 5 mL de 

metanol. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



70 
 

 

Figura 11 - Percentuais de recuperação (n=3) dos pesticidas estudados com nível de 
fortificação de 1 μg mL-1, utilizando 500, 300 e 150 mg de C18 com 5 mL de metanol 
como solvente de eluição. 

 

 

Os resultados mostraram que comparando as três quantidades de C18 os 

maiores valores de recuperação dos analitos foram obtidos ao reduzir a quantidade 

do adsorvente. Sendo que utilizar 500 mg e 150 mg de massa foram recuperados 15 

analitos na faixa de 81 ± 3% - 108 ± 11% e 72 ± 15% - 92 ± 3%, respectivamente. Ao 

utilizar 300 mg do adsorvente 16 analitos tiveram recuperação na faixa de 72 ± 9% - 

118 ± 4%. Os testes mostraram que mesmo reduzindo a quantidade de adsorvente 

ainda foi possível obter bons valores de recuperação sem interferir na eficiência da 

extração. Como o volume do solvente de eluição também é um dos parâmetros 

avaliados no desenvolvimento de método para SPE [59], foram testados três volumes 

de metanol como solvente de eluição para analisar se alterando esse parâmetro nas 

condições que foram propostas no tópico 5.4 aumentaria o número de analitos com 

recuperação na faixa de 70-120%. 
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5.4.1. Seleção do volume do solvente de eluição 

 

Ao desenvolver método por SPE, o ideal é utilizar um pequeno volume de 

solvente de forma que o eluente seja capaz de eluir os analitos, mas não os 

interferentes retidos no adsorvente [56]. 

Foram testados os volumes de 5, 7 e 10 mL de metanol para as três condições 

de quantidade de adsorvente que foram avaliados anteriormente, conforme pode ser 

observado na Figura 12 o quanto a variação de volume foi capaz de interferir na 

recuperação dos analitos. 
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Figura 12- Percentuais de recuperação (n=3) dos pesticidas estudados com nível de  

fortificação de 1 μg mL-1, utilizando 500 (A), 300 (B) e 150 mg (C) de C18 e variando 
com 5, 7 e 10 mL de metanol como solvente de eluição. 
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Utilizando 500 mg de C18 e variando o volume do solvente de eluição (5, 7 e 

10 mL, respectivamente) foram obtidos valores de recuperação entre 81 ± 3% - 108 ± 

11%, 82 ± 2% - 114 ± 9% e 82 ± 3% - 102 ± 5% para 16 dos 22 analitos, sendo que 

para a condição de 500 mg/5mL apenas 15 analitos tiveram recuperação entre 70 - 

120%. Ao utilizar 300 mg de C18 nessas condições, 16 analitos recuperaram na faixa 

de 72 ± 9% - 118 ± 4%, 77 ± 6% - 107 ± 6% e 73 ± 2% - 108 ± 3%, conforme foi 

observado na Figura 12 (B). Enquanto que 150 mg/5 mL apresentou recuperação de 

16 analitos com valores entre 72 ± 7% - 94 ± 5% e 17 analitos entre 74 ± 2% -107 ± 

9% e 73 ± 3% - 142 ± 5% ao utilizar o volume de 7 e 10 mL do solvente de eluição. 

Logo, em termos de otimizar as condições utilizando uma menor quantidade de 

adsorvente e um menor volume de solvente orgânico, a melhor condição encontrada 

foi 150 mg de C18 e 7 mL de eluente. 

Os pesticidas tiametoxam, clorpirifós, carbossulfano, esfenvalerato e 

deltametrina tiveram recuperação de 46 ± 6%, 62 ± 18%, 7 ± 21%, 49 ± 9% e 45 ± 7%, 

respectivamente, nessas condições de trabalho. Esses compostos apresentam em 

comum um valor de log Kow elevado em comparação com os demais pesticidas, com 

exceção o clorpirifós. Resultados semelhantes com baixa recuperação para o 

tiametoxam também foram observadas nos estudos de Pelajic et al., 2016 [111] em 

amostras de vinho e isso era esperado devido ao tiametoxam ser pesticida polar, 
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enquanto que o C18 é um adsorvente apolar. Esses pesticidas também apresentaram 

baixos valores de recuperação com os demais adsorventes avaliados. Além disso, a 

baixa recuperação desses analitos pode estar relacionada a complexidade da matriz 

ou os tipos de adsorventes que foram avaliados, visto que trabalhos envolvendo outras 

matrizes como a água apresentaram bons valores de recuperação para esses analitos 

[112,113]. 

Conforme os testes realizados para escolher o adsorvente que apresentava 

maior quantidade de analitos com elevadas recuperações, o florisil também obteve 

resultados satisfatórios para a maioria dos compostos. Logo, buscou-se avaliar as 

mesmas etapas de otimização que foram empregadas para o C18 e, por fim, definir 

qual adsorvente e condições seriam as melhores. 

5.5. Seleção da quantidade de florisil 

A quantidade de adsorvente utilizado na SPE é um dos parâmetros iniciais 

avaliados. Pois a redução dessa quantidade é capaz de interferir na recuperação dos 

analitos. Assim, também foi avaliado inicialmente a quantidade de 500 mg e, em 

seguida, reduziu essa quantidade para 300 e 150 mg avaliando a quantidade que 

recuperava melhor os analitos utilizando 5 mL de metanol. Esses resultados podem 

ser observados na Figura 13. 
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Figura 13- Percentuais de recuperação (n=3) dos pesticidas estudados com nível de 

fortificação de 1 μg mL-1, utilizando 500, 300 e 150 mg de florisil com 5 mL de metanol 

como solvente de eluição. 

 

Os resultados mostraram que a diminuição da quantidade do adsorvente 

reduziu na eficiência da extração diminuindo a recuperação dos analitos na faixa de 

70 - 120%. Na condição de 500 mg de florisil, 15 analitos apresentaram valores de 

recuperação entre 70 ± 13% - 110 ± 6%, mas ao reduzir a massa para 300 mg, apenas 

7 analitos tiveram recuperação entre 71 ± 0% - 98 ± 0% e continuando a redução para 

150 mg, somente 2 analitos tiveram recuperações que variaram de 79 ± 3% - 88 ± 5%. 

Da mesma forma que foram realizados os testes com o C18, a etapa de otimização 

seguiu com a seleção do volume de solvente de eluição capaz de recuperar mais 

analitos e essa variação de volume foi avaliado para todas as quantidades de 

adsorvente testadas anteriormente. 

5.5.1. Seleção do volume de solvente de eluição para o florisil 

 

Conforme procedimento também adotado ao trabalhar com o C18 foram 

avaliados os volumes de 5, 7 e 10 mL do solvente de eluição para verificar que 

condição apresentava os melhores resultados e, consequentemente, obter o resultado 
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mais satisfatório para a maioria dos compostos avaliados. A Figura 14 (A), (B) e (C) 

mostra como a variação da quantidade de adsorvente e solvente de eluição influenciou 

na recuperação de cada analito. 

Figura 14- Percentuais de recuperação (n=3) dos pesticidas estudados com nível de 
fortificação de 1 μg mL-1, utilizando 500 (A), 300 (B) e 150 mg (C) de florisil e variando 
com 5, 7 e 10 mL de metanol como solvente de eluição. 
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Os gráficos da Figura 14 mostraram que variar o volume do solvente de eluição 

não resultou em um aumento na recuperação dos analitos. Para a condição de 500 

mg do adsorvente foi mais favorável utilizar o volume de 5 mL de metanol, 

recuperando 15 analitos na faixa de 70 ± 13% - 110 ± 6% enquanto que ao aumentar 

o volume do solvente para 7 mL reduziu as recuperações e apenas 7 analitos 
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recuperaram na faixa de 70 ± 8% - 80 ± 7%, enquanto que 5 analitos tiveram 

recuperação entre 73 ± 5% - 82 ± 3%, utilizando 10 mL de metanol para eluição. 

Os testes seguiram para a condição de 300 mg de florisil e os resultados obtidos 

foram de 7 analitos com recuperação entre 71 ± 0% - 98 ± 0% ao utilizar 5 mL do 

solvente e a mesma quantidade prevaleceu ao utilizar 7 mL, mas as recuperações 

variaram de 72 ± 5% - 117 ± 12%. Enquanto que aumentando o volume para 10 mL 

resultou em recuperações de somente 5 analitos na faixa de 75 ± 3% - 92 ± 2%. 

Na condição de 150 mg de florisil foi recuperado 5 analitos na faixa de 71 ± 8% 

- 91 ± 4% e 70 ± 8% - 93 ± 8%, respectivamente, ao utilizar os volumes de 7 e 10 mL 

de eluente. Ao utilizar 5 mL, apenas 2 analitos estiveram na faixa de 79 ± 3% - 88 ± 

5%. Logo, os analitos apresentaram baixas recuperações ao reduzir a quantidade de 

adsorvente e ao aumentar o volume do solvente de extração para todas as condições 

avaliadas. 

Os pesticidas polares irão permanecer adsorvidos no suporte sólido do 

cartucho devido às interações dipolo-dipolo entre o adsorvente e os analitos. A 

simazina e o imidacloprido apresentam valores de pKa próximos (1,62 e 1,56, 

respectivamente), mas o imidacloprido apresenta uma maior massa molar e, 

consequentemente, as moléculas migram mais lentamente através da camada do 

adsorvente, fazendo assim com que ocorra uma menor recuperação ao reduzir a 

quantidade do florisil como adsorvente, fato que também foi observado nos estudos 

de Jaroszynska et al., 2003 [114]. No caso da deltametrina, os resultados concordam 

com os estudos de Tsochatzis, Menkissoglu-Spiroudi, Karpouzas e Tzimou-

Tsitouridou (2010) [115], que avaliaram a extração desse analito no arroz e também 

obtiveram baixas recuperações. 

Foi verificado que variar os parâmetros com relação a quantidade de 

adsorvente e solvente de extração não foi uma boa escolha ao trabalhar com florisil, 

pois essa variação interferiu de forma significativa nos resultados. Em estudos 

anteriores como o de Silva et al., 2019 [92] o silicato de magnésio 

(Florisil®MgAl(SiO4)n) foi empregado na etapa de limpeza da d-SPE do método 

QuEChERS com acetonitrila como solvente de extração, seguida de GC-MS/MS para 

determinação de resíduos de pesticidas em cerveja e tal adsorvente foi capaz de 

apresentar cromatogramas mais limpos e com resultados de recuperação 
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satisfatórias, indicando dessa forma que pode ser uma boa alternativa para ser 

utilizada na etapa de limpeza em outro procedimento de extração e/ou utilizando de 

uma outra técnica cromatográfica. 

Logo, através dos testes realizados com os dois adsorventes foi definida que a 

melhor condição para os parâmetros estudados é trabalhar com 150 mg de C18 e 7 

mL de metanol como solvente de eluição. E, com os parâmetros tipo e quantidade de 

adsorvente, volume de solvente de eluição definidos, buscou-se avaliar a eficiência da 

acetonitrila e mistura de metanol com diclorometano como possível solvente extrator. 

Verificando dessa forma qual solvente seria capaz de recuperar os demais analitos 

que não apresentaram resultados satisfatórios ao utilizar metanol.   

5.6. Teste utilizando acetonitrila como solvente de eluição 

 

A natureza do solvente de eluição é de grande importância uma vez que, os 

analitos alvo devem ser eficientemente dessorvidos e os componentes da matriz 

devem ser retidos na coluna [56]. 

A acetonitrila é um solvente ideal ao trabalhar com cromatografia líquida de 

fase reversa e SPE devido a baixa viscosidade e sua alta polaridade [16]. Estudos 

como de Pelajic et al., 2016 [111] avaliaram acetonitrila como solvente de eluição para 

SPE na determinação de pesticidas em matrizes alcoólicas e os resultados mostraram 

elevadas recuperações dos analitos em presença desse solvente. Essas altas 

recuperações podem ser relacionadas ao fato que a acetonitrila apresenta uma 

grande miscibilidade com água e tem características hidrofílicas o suficiente para 

garantir uma maior eficiência de extração de pesticidas polares e apolares [116]. 

Então, foi avaliado a eficiência desse solvente em relação a propor uma maior 

recuperação dos analitos em comparação com o metanol nas mesmas condições. Os 

valores de recuperação obtidos para todos os analitos foram dispostos no gráfico de 

barras apresentado na Figura 15. 
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Figura 15- Comparação dos percentuais de recuperação (n=3) dos pesticidas 
estudados com nível de fortificação de 1 μg mL-1, utilizando 150 mg de C18 e ao utilizar 
7 mL de acetonitrila e metanol como solvente de eluição. 

 

 

As recuperações dos analitos utilizando acetonitrila como solvente de eluição 

variaram de 12 ± 17% - 100 ± 2% tendo nesse intervalo apenas 11 dos 22 pesticidas 

em estudo com recuperação entre 70 - 120%, enquanto que ao utilizar o metanol nas 

mesmas condições, os valores de recuperação tiveram na faixa 74 ± 2% - 107% ± 9% 

para 17 analitos. Dessa forma, utilizar acetonitrila para esses pesticidas e nessas 

condições apresentou uma menor recuperação dos analitos em comparação com o 

metanol. 

Os pesticidas como terbufós, tiametoxam, malationa, clorpirifós, carbossulfano, 

abamectina, lufenuron, esfenvalerato, acetamiprido, carbendazim, imidacloprido e 

deltametrina pertencem a diferentes grupos químicos e não foram recuperados 

satisfatoriamente ao serem eluídos com acetonitrila, exceto a malationa que teve uma 

recuperação de 97 ± 0%. Mas ao ser eluído com metanol apenas o tiametoxam, 

clorpirifós, carbossulfano, esfenvalerato e deltametrina não tiveram boas 

recuperações e foi visto anteriormente que provavelmente está relacionado ao fato de 

apresentarem um log Kow elevado, com exceção do tiametoxam, e quanto maior o 

valor de log Kow maior tendência tem de ser adsorvido e mais hidrofóbico é o pesticida 

[101,102].  
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Visto que a acetonitrila não foi capaz de ser tão eficiente para eluição desses 

analitos, foi avaliado o comportamento desses pesticidas na presença de um solvente 

de média polaridade, como o diclorometano, através da mistura com o metanol em 

diferentes proporções. Os tópicos subsequentes apresentam os resultados obtidos 

para as condições avaliadas. 

5.7. Testes avaliando metanol e diclorometano em diferentes proporções 

Devido a maioria dos analitos em estudo serem compostos apolares e de 

polaridade intermediária buscou-se avaliar se utilizando uma mistura com solvente de 

polaridade intermediária seria capaz de apresentar uma força eluente suficiente para 

quebrar a ligação dos analitos com a superfície do adsorvente e, dessa forma, resultar 

em melhores percentuais de recuperação para os compostos que tiveram nos testes 

realizados anteriormente resultados abaixo de 70%. 

 Para constituir a mistura de solventes foi escolhido o diclorometano (DCM) 

devido ser um solvente de média polaridade. Além disso, o DCM apresenta uma força 

de eluição de 0,32 e o metanol que é um solvente polar tem uma força eluente com 

valor eluotrópico equivalente a 0,73. Portanto, uma mistura desses solventes poderá 

apresentar uma força eluente intermediária capaz de favorecer a eluição desses 

analitos [59]. 

Foram avaliados a mistura de metanol/diclorometano (MeOH/DCM) em 

diferentes proporções e os respectivos valores de força eluotrópica para cada 

condição estão apresentados na Tabela 8. 
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Tabela 8: Força eluotrópica da mistura dos solventes em diferentes proporções [105]. 

SOLVENTE FORÇA ELUOTRÓPICA (ε°) 

MeOH: DCM (20:80, v/v) 0,63 

MeOH: DCM (55:45, v/v) 0,54 

MeOH: DCM (90:10, v/v) 0,69 

 

Com base nesses valores eluotrópicos para cada mistura buscou-se avaliar ao 

utilizar a condição de 150 mg do C18 e 7 mL das três diferentes condições da mistura 

MeOH:DCM e assim, verificar qual condição de alteração da força eluente 

apresentaria um maior número de analitos com recuperação na faixa de 70 – 120%. 

Os resultados nas condições avaliadas estão expressos na forma de gráfico na 

Figura 16. 

Figura 16- Comparação dos percentuais de recuperação (n=3) dos pesticidas 

estudados com nível de fortificação de 1 μg mL-1, utilizando 150 mg de C18 e ao utilizar 

7 mL de MeOH:DCM em diferentes proporções.  
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Os resultados mostraram que para todas as condições avaliadas, com exceção 

o tiametoxam, carbossulfano, esfenvalerato e deltametrina apresentaram percentuais 

de recuperação na faixa de 70 – 120%. O clorpirifós é um dos analitos que 

apresentava recuperação abaixo de 70% na maioria dos testes realizados 

anteriormente, mas ao ser eluído com MeOH:DCM passou a ter valores de 

recuperação dentro da faixa. Logo, é possível considerar que utilizar o solvente de 

média polaridade favoreceu uma melhor eluição desse analito. 

É válido ressaltar que o carbossulfano apresentou baixos valores de 

recuperação além de elevado desvio padrão em todos os testes avaliados 

anteriormente e isso é consequência da sua instabilidade podendo facilmente 

degradar em carbofurano ou 3 – hidroxicarbofurano [117].  

Devido ao emprego do DCM ter favorecido as interações com o clorpirifós e 

resultado em boas recuperações para  esse analito, além de aumentar a percentagem 

de recuperação para alguns pesticidas como azoxistrobina e haloxifope, foi 

considerado como adequado utilizar a mistura de MeOH:DCM para eluir esses 

compostos. 

Ao avaliar essas três condições na proporção dos solventes percebe-se 

proximidade do quantitativo de analitos com recuperação acima de 70%. Logo, optou-

se por utilizar a proporção com o menor volume de DCM devido ser um solvente de 

impacto ambiental [118]. 

Assim, utilizar 150 mg de C18 com 7 mL de MeOH:DCM 90:10 foi favorável 

para garantir um bom quantitativo de analitos com valores de recuperação entre 70 – 

120 %. Posteriormente para verificar o comportamento desses analitos a medida que 

o volume do solvente de eluição era reduzido, foram avaliados os volumes de 5 e 3 

mL de MeOH:DCM 90:10 e os resultados obtidos estão expressos na Figura 17. 

 

 

 

 



84 
 

 

Figura 17- Comparação dos percentuais de recuperação (n=3) dos pesticidas 

estudados com nível de fortificação de 1 μg mL-1, utilizando 150 mg de C18 e 

avaliando o volume de 7, 5 e 3 mL de MeOH:DCM (90:10, v/v) como solvente de 

eluição. 

 

Os resultados apresentados na Figura 17 mostraram que mesmo reduzindo o 

volume de solvente ainda foi possível obter bons valores de recuperação para o 

mesmo quantitativo de analitos que tiveram recuperação acima de 70% utilizando 7 

mL de eluente. Consequentemente, com o intuito de reduzir o uso de solvente 

orgânico e mesmo assim garantir a eficiência de extração, optou-se por utilizar 3 mL 

de eluente já que é o suficiente para recuperar satisfatoriamente esses analitos. 

Portanto, diante os testes que foram investigados foi possível concluir que para 

o C18 a melhor condição para uma boa eficiência de extração no método por SPE 

seria utilizar 150 mg de adsorvente e 3 mL de MeOH:DCM 90:10, v/v no qual, 18 dos 

22 pesticidas estudados tiveram recuperação entre 70 – 120%. 

Posteriormente se fez necessário avaliar o branco do extrato para verificar 

possíveis interferentes no tempo de retenção dos analitos e dessa forma propor uma 

etapa de limpeza para o método. A Figura 18 abaixo mostra no modo varredura 

(SCAN) o branco para a melhor condição de extração otimizada. 
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Figura 18- Cromatogramas do branco do extrato de cerveja por SPE, utilizando 150 

mg de C18, 10 mL de amostra e 3 mL de metanol/diclorometano (90:10, v/v). Para 

condições instrumentais de análise, ver tópico 5.2. 

 

1-simazina; 2-terbufós; 3-tiametoxam; 4-malationa; 5-propanil; 6-clorpirifós; 7-carbossulfano; 8-

epoxiconazol; 9-abamectina; 10-lufenuron; 11-flutriafol; 12-azoxistrobina; 13-atrazina; 14-haloxifope; 

15-ametrina; 16-esfenvalerato; 17-acetamiprido; 18-diurom; 19-carbendazim; 20-tiofanato-metílico; 21-

imidacloprido; 22-deltametrina. 

Os cromatogramas apresentados na Figura 18 não apresentam compostos da 

matriz com relação massa/carga no mesmo tempo de retenção dos pesticidas 

estudados, não havendo, portanto, necessidade de propor uma etapa de limpeza no 

procedimento de extração. Os picos mais intensos que estão presentes na corrente 

total de íons (TICC) podem ser advindos da matriz. 

Ressalta-se que foi possível otimizar uma condição com o adsorvente 

comercial C18 na qual foi eficiente para a matriz cerveja e os 22 pesticidas avaliados. 

Ademais, buscou avaliar um adsorvente alternativo como o biocarvão e dessa forma, 

averiguar se seria possível obter uma eficiência de extração tão boa quanto ao utilizar 

um adsorvente comercial. 
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Nos tópicos subsequentes são apresentados os estudos que foram realizados 

ao se utilizar biocarvões de diferentes biomassas como adsovente alternativo para o 

SPE.  

 

5.8. Avaliação de biocarvões de diferentes biomassas como adsorvente para 

SPE 

A utilização de adsorventes alternativos vem se mostrando bastante promissora 

no desenvolvimento de métodos para extração de compostos poluentes. O biocarvão 

é produzido através da queima da biomassa em elevadas temperaturas e suas 

características como ampla área superficial e presença de grupos funcionais em sua 

estrutura favorecem a capacidade de adsorção desse material permitindo a retenção 

de compostos poluentes [119].  

O biocarvão produzido de diferentes biomassas tem chamado atenção devido 

ser uma alternativa frente aos adsorventes convencionais por ser um material rico em 

oxigênio, grupos funcionais (por exemplo, OH, C=O, COOH) e vários minerais (S, Na, 

Ca, K) tendo assim, várias aplicabilidades na remoção de poluentes [120].  

Os tópicos subsequentes apresentam estudos realizados visando a eficiência 

do biocarvão do sabugo de milho, biocarvão de aguapé e biocarvão da semente de 

uva para extração de pesticidas em cerveja.  

 

5.8.1. Teste com o biocarvão do sabugo de milho 

Estudos de Ji et al., 2020 [120] avaliaram a eficiência do biocarvão de sabugo 

de milho para adsorção de poluentes aromáticos como PAHs em amostras de água e 

verificaram boa capacidade de adsorção resultantes das interações π – π da 

superfície do adsorvente com a estrutura dos analitos. 

Para o desenvolvimento desse trabalho o biocarvão do sabugo de milho foi 

obtido através da pirólise em uma temperatura de 400 °C.  Dentre suas 

caracterizações, o biocarvão ativado com ácido e base (BCA) apresentou ânions de 
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carga negativa favoráveis a adsorção de pesticidas catiônicos através da atração 

eletrostática, além da presença de grupos ácidos em sua estrutura e alguns grupos 

funcionais como ácido carboxílico, carbonila, grupos alquilas e uma estrutura 

heterogênea com elevadas quantidades de carbonos [121].  

O BCA também foi caracterizado pela presença de silício favorecendo adsorção 

com compostos polares e uma área superficial de 99,59 m2 g-1 com volume dos poros 

de 0,265 cm3 g-1 que é capaz de favorecer adsorção para os analitos em estudo [121]. 

Inicialmente a análise de adsorção dos pesticidas ao biocarvão foi avaliado ao 

método otimizado para o C18 e reduzindo a quantidade do adsorvente. 

Posteriormente, foram otimizadas as condições para o BCA variando os parâmetros 

de proporção da mistura de solventes e tipo do solvente de eluição que fosse mais 

favorável para adsorção dos pesticidas em estudo nesse adsorvente alternativo.  

5.8.1.1. Seleção da quantidade do biocarvão de sabugo de milho 

A seleção da quantidade do BC foi avaliada de forma a verificar eficiência de 

extração ao reduzir a quantidade do adsorvente, visto que suas caracterizações 

mostraram presença de grupos funcionais e elevada porosidade que 

consequentemente, poderia favorecer capacidade de retenção ao utilizar uma menor 

quantidade desse adsorvente sem possivelmente comprometer nos ensaios de 

recuperação.  

Conforme é apresentado na Figura 19, procurou-se avaliar a eficiência de 

adsorção ao utilizar as quantidades de 150, 100 e 75 mg do biocarvão. 
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 Figura 19- Percentuais de recuperação (n=3) dos pesticidas estudados com 

nível de fortificação de 1 μg mL-1, utilizando 150, 100 e 75 mg de biocarvão com 3 mL 

de MeOH:DCM (90:10 v/v), como solvente de eluição. 

 

A adsorção dos pesticidas atingiu melhores valores de recuperação ao utilizar 

uma maior quantidade de adsorvente, possivelmente devido à cobertura de saturação 

nos locais de adsorção [122]. A presença de grupos polares (grupos hidroxila e 

carboxila) no BC (observado por Espectroscopia no Infravermelho por Transformada 

de Fourier - FTIR) deve promover a adsorção de pesticidas com alta polaridade sendo 

suportados na superfície sorvente. Além disso, a interação π-π entre o carbono 

aromático do BC e os anéis de piridina das moléculas de imidacloprido e acetamiprido 

pode bloquear e impedir que outras moléculas acessem o sítio de ligação na superfície 

externa do BC, resultando em capacidades de adsorção menores [121].  

É perceptível observar que ao empregar o BC utilizando as condições 

otimizadas para o C18 (150 mg/3 mL MeOH:DCM 90:10) apenas 7 dos 22 analitos 

tiveram recuperação entre 70 – 120%. Dentre esses pesticidas, o propanil, malationa, 

epoxiconazol, diurom e azoxistrobina apresentaram bons valores de recuperação e 

isso pode está relacionado ao fato de serem compostos de polaridade intermediária e 

apresentarem grupos favoráveis para ocorrer ligação de hidrogênio com a superfície 
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do BC, além de não apresentarem impedimentos estéricos capazes de dificultar no 

processo de adsorção. 

A simazina, atrazina, lufenurom, flutriafol e imidacloprido apesar de 

apresentarem grupos favoráveis para a ocorrência de ligação de hidrogênio e do tipo 

π - π recuperaram ligeiramente próximo a faixa o que pode está relacionado a 

dificuldade de adsorção devido ao impedimento estérico de suas estruturas. 

Pequenas recuperações para o tiametoxam, haloxifope, esfenvalerato, 

acetamiprido, carbendazim, tiofanato-metílico e deltametrina podem está relacionada 

a presença dos anéis aromáticos em suas estruturas favorecendo interações mais 

fracas do tipo π – π, além do processo de adsorção ter sido influenciado pelo 

impedimento estérico. 

Logo, ao reduzir a quantidade de BC ocorreu também uma redução do número 

de recuperação para os analitos indicando dessa forma que a diminuição de sítios 

para adsorção dificultou a ligação dos analitos na superfície do adsorvente. 

Devido ao baixo quantitativo de analitos com valores de recuperação na faixa 

que é estabelecido pela ANVISA, foi elevado o volume do solvente de eluição para 10 

mL conforme é apresentado na Tabela 9.  
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Tabela 9: Percentuais de recuperação e desvio padrão relativo (RSD %) na condição 

de 150 mg de biocarvão do sabugo de milho, 10 mL de amostra com nível de 

fortificação de 1 µg mL-1 e avaliando os volumes de 3 e 10 mL de MeOH:DCM (90:10, 

v/v). 

Pesticidas Recuperação ± RSD% 

 3 mL                                  10 mL          

Simazina 59 ± 7 58 ± 15 

Terbufós 105 ± 4  52 ± 4 

Tiametoxam 37 ± 10                              32 ± 14 

Malationa 83 ± 0  61 ± 18 

Propanil 82 ± 11                              79 ± 7 

Clorpirifós 58 ± 10                              59 ± 11 

Carbossulfano 1 ± 28                                2 ± 57 

Epoxiconazol 76 ± 13                              69 ± 10 

Abamectina 90 ± 9                                78 ± 6 

Lufenurom 66 ± 16                              65 ± 9 

Flutriafol 52 ± 14                              43 ± 17 

Azoxistrobina 72 ± 2                                50 ± 17 

Atrazina 60 ± 9                                53 ± 14 

Haloxifope 52 ± 5                                36 ± 21 

Ametrina 64 ± 3                                61 ± 19 

Esfenvalerato 50 ± 1                                48 ± 10 

Acetamiprido 55 ± 9                                63 ± 15 

Diurom 81 ± 7                                79 ± 9 

Carbendazim 5 ± 3                                  5 ± 4 

Tiofanato-metílico 23 ± 14                              17 ± 21 

Imidacloprido 67 ± 2                                67 ± 17 

Deltametrina 50 ± 4                                53 ± 6 

 

As características do biocarvão mostraram que esse adsorvente apresenta em 

sua estrutura tanto grupos de cadeias alquílicas quanto grupos funcionais com a 

presença do oxigênio. Portanto, o processo de adsorção poderá ocorrer de diversas 
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maneiras através de interações eletrostáticas, ligações de hidrogênio, interação π – 

π, dentre outras [120]. 

Os resultados obtidos mostraram que para esse biocarvão apenas 7 dos 22 

pesticidas apresentaram recuperação entre 72 ± 2% - 105 ± 4% e a medida que 

aumentou o volume de eluição ocorreu uma redução na recuperação da maioria dos 

analitos, indicando que possivelmente uma maior quantidade de solvente não 

favoreceu maior eluição. 

Por sua vez, foi verificado um maior número de recuperação ao utilizar uma 

menor quantidade de solvente. Assim, foi avaliado outros eluentes para verificar se 

tais testes resultariam em melhores resultados para esses analitos. 

 

5.8.1.2. Testes variando o solvente de eluição 

Inicialmente foi variada a proporção de solvente de forma que viesse a 

apresentar uma força eluente superior que fosse capaz de eluir os analitos que 

estavam retidos no adsorvente. Posteriormente, buscou verificar se utilizando 

acetonitrila ou acetato de etila por serem solventes polar e de polaridade intermediária, 

respectivamente, seriam capazes de eluir melhor os analitos em estudo. Todas as 

condições avaliadas foram realizadas utilizando 150 mg do biocarvão e os resultados 

obtidos estão apresentados na Figura 20.    
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Figura 20- Comparação dos percentuais de recuperação (n=3) dos pesticidas 

estudados com nível de fortificação de 1 μg mL-1, utilizando 150 mg do biocarvão do 

sabugo de milho e 3 mL de diferentes solventes de eluição. 

 

Ao variar a proporção dos solventes a força de eluição passou a ser 0,58 

(MeOH:DCM 60:40, v/v) e 0,52 (MeOH: DCM 50:50, v/v) e apenas o terbufós, 

clorpirifós e abamectina tiveram recuperações na faixa 70 – 120%. Ressalta-se que 

da mesma forma que ocorreu ao utilizar o C18 como adsorvente, o diclorometano 

favoreceu a recuperação do clorpirifós da mesma forma que também apresentou bom 

percentual de recuperação ao ser eluído com o acetato de etila. Confirmando assim 

que esse analito é melhor eluído na presença de um solvente de polaridade 

intermediária. Mas em contrapartida esses solventes avaliados não foram adequados 

para os demais pesticidas. 

A acetonitrila é um solvente polar bastante utilizado e o acetato de etila é um 

solvente com propriedades moderamente polares, sendo assim um bom solvente de 

extração [123]. Os resultados obtidos mostraram que utilizar esses solventes não foi 

adequado para favorecer a recuperação de um maior número de pesticidas, indicando 

dessa forma que devido aos compostos avaliados apresentarem grupos aminas, 

ácidos carboxílicos e heteroátomos de oxigênio facilmente podem formar ligação de 
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hidrogênio com a superfície do adsorvente e dessa forma gerar uma sorção 

irreversível desses analitos.  

Além disso, uma segunda possibilidade é o fato do biocarvão ser oriundo de 

milho assim como a própria matriz analisada e isso pode ter favorecido a baixa 

adsorção para os analitos através da competição existente entre constituintes da 

matriz e do adsorvente. Logo, foi necessário avaliar um outro biocarvão pertencente 

a outra biomassa para verificar qual seria o comportamento dos pesticidas perante 

esse adsorvente. 

5.8.2. Teste com biocarvão de aguapé como adsorvente alternativo 

Dentre as características apresentadas pelo biocarvão de aguapé obtido em 

uma temperatura de pirólise de 400 °C destaca-se a presença de diversos minerais e 

grupos funcionais indicando uma elevada aromaticidade e assim, elevadas 

funcionalidades, além de uma ampla área superficial com poros irregulares e fibrosos 

que favorece o poder de adsorção para esse adsorvente [124]. 

Para o biocarvão de aguapé as condições avaliadas foram as mesmas vistas 

anteriormente com o biocarvão do sabugo de milho em termos de variação de solvente 

de eluição. Inicialmente buscou verificar o comportamento dos pesticidas em presença 

desse biocarvão na condição otimizada para o C18 e aumentando o volume do 

solvente de eluição. Os resultados obtidos estão dispostos na Tabela 10.  
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Tabela 10: Percentuais de recuperação e desvio padrão relativo (RSD %) na condição 

de 150 mg de biocarvão de aguapé, 10 mL de amostra com nível de fortificação de 1 

µg mL-1 e avaliando os volumes de 3 e 10 mL de MeOH:DCM (90:10, v/v). 

Pesticidas Recuperação + RSD% 

 3 mL                                  10 mL          

Simazina 53 ± 2 50 ± 6  

Terbufós 114 ± 8 103 ± 11 

Tiametoxam 13 ± 12                               20 ± 12  

Malationa 65 ± 13   65 ± 0 

Propanil 83 ± 2                                  91 ± 3 

Clorpirifós 63 ± 7                                  70 ± 5 

Carbossulfano 3 ± 75                                  3 ± 12 

Epoxiconazol 81 ± 1                                  89 ± 0 

Abamectina 116 ± 1                                90 ± 2 

Lufenurom 65 ± 5                                  78 ± 8 

Flutriafol 35 ± 7                                  38 ± 2 

Azoxistrobina 67 ± 7                                  72 ± 1 

Atrazina 38 ± 6                                  39 ± 5 

Haloxifope 14 ± 3                                  18 ± 21 

Ametrina 54 ± 5                                  60 ± 3 

Esfenvalerato 63 ± 5                                  73 ± 8 

Acetamiprido 59 ± 14                                58 ± 17 

Diurom 85 ± 3                                  92 ± 4 

Carbendazim 5 ± 8                                    5 ± 4 

Tiofanato-metílico 23 ± 15                                26 ± 4 

Imidacloprido 65 ± 13                                69 ± 15 

Deltametrina 61 ± 3                                  70 ± 8 

 

Os resultados mostraram que ocorreu uma maior adsorção dos pesticidas com 

o biocarvão de aguapé, sendo que grande parte dos analitos que favorecem ligação 

de hidrogênio tiveram bons valores de recuperação e isso pode está relacionado a 

variedade de grupos funcionais presentes no biocarvão.  
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Ressalta-se que o clorpirifós e deltametrina apresentaram recuperação de 70 ± 

5% e 70 ± 8% respectivamente, à medida que aumentou o volume de eluente e a 

deltametrina não vinha apresentando boas recuperações ao utilizar adsorventes 

comerciais o que indica que a elevada porosidade do BC também favoreceu a 

adsorção para esses analitos, além do maior volume de eluente ter sido capaz de eluir 

melhor esses compostos. 

É válido ainda ressaltar que a grande aromaticidade apresentada por esse 

adsorvente juntamente com os grupos funcionais presentes é um fator positivo para 

garantir uma maior adsorção com a estrutura dos pesticidas [125].  

Portanto, buscou seguir os demais estudos com esse biocarvão utilizando a 

condição de menor volume de solvente de eluição visto que foi suficiente para 

recuperar uma boa parte dos analitos. 

5.8.2.1. Teste com modificação no solvente de eluição 

Para o biocarvão de aguapé também foram avaliadas as proporções de 

solvente assim como qual permitiria apresentar melhores percentuais de recuperação 

através da eluição de um maior número de analitos. Os resultados obtidos estão 

apresentados na Figura 21. 
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Figura 21- Comparação dos percentuais de recuperação (n=3) dos pesticidas 

estudados com nível de fortificação de 1 μg mL-1, utilizando 150 mg do biocarvão de 

aguapé e 3 mL de diferentes solventes de eluição. 

 

Com base nos gráficos apresentados é possível verificar que as melhores 

condições obtidas para esse biocarvão foram ao variar a proporção de solvente, no 

qual tanto ao utilizar metanol/diclorometando (MeOH:DCM) na proporção 60:40 e 

50:50 foi possível obter elevados valores de recuperação para 14 dos 22 pesticidas 

avaliados. Ou seja, elevar a proporção de DCM favoreceu a recuperação de mais 

analitos e isso pode está relacionado ao fato desse solvente ser de polaridade 

intermediária assim como grande parte dos analitos, além do biocarvão ter favorecido 

a adsorção para esses pesticidas. 

Utilizando a acetonitrila apenas o terbufós, propanil, epoxiconazol, abamectina 

e lufenurom tiveram recuperações aceitáveis no qual, a polaridade desse solvente foi 

capaz de eluir melhor esses compostos. Enquanto que ao utilizar acetato de etila como 

eluente favoreceu melhores recuperações para esses analitos e para o clorpirifós 

indicando dessa forma que a melhor maneira em conseguir realizar a quebra da 

ligação desse analito com a superfície do adsorvente seria na presença de um 

solvente de polaridade intermediária. 

Logo, foi possível constatar que a melhor condição para o biocarvão de aguapé 

seria utilizar uma mistura de solventes. Como forma de escolher a opção que utilizasse 

uma menor quantidade do solvente clorado foi tido como adequado para eluir os 
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analitos em estudo ao utilizar a condição de metanol/diclorometano 60:40. Em 

seguida, avaliou-se o aumento do volume de solvente em relação a possibilidade de 

eluir mais analitos e os resultados obtidos estão na Tabela 11.   

Tabela 11: Percentuais de recuperação e desvio padrão relativo (RSD %) na condição 

de 150 mg de biocarvão de aguapé, 10 mL de amostra com nível de fortificação de 1 

µg mL-1 e avaliando os volumes de 3 e 10 mL de MeOH:DCM (60:40, v/v). 

Pesticidas Recuperação + RSD% 

 3 mL                                  10 mL          

Simazina 69 ± 1 67 ± 7 

Terbufós 120 ± 2 106 ± 5 

Tiametoxam 29 ± 1                                   33 ± 14 

Malationa 101 ± 10  95 ± 9 

Propanil 91 ± 5  96 ± 5 

Clorpirifós 77 ± 1                                   90 ± 9 

Carbossulfano 1 ± 19 1 ± 35 

Epoxiconazol 99 ± 6  99 ± 6 

Abamectina 87 ± 11   91 ± 4 

Lufenurom 73 ± 8   82 ± 7 

Flutriafol 56 ± 17 63 ± 19 

Azoxistrobina 92 ± 7                                   95 ± 7 

Atrazina 55 ± 16  64 ± 14 

Haloxifope 27 ± 5 20 ± 19 

Ametrina 81 ± 6 84 ± 11 

Esfenvalerato 71 ± 4                                   70 ± 4 

Acetamiprido 65 ± 18                                 77 ± 8 

Diurom 101 ± 5                                 100 ± 4 

Carbendazim 5 ± 7    5 ± 3 

Tiofanato-metílico 49 ± 4 47 ± 18 

Imidacloprido 83 ± 5                                   87 ± 3 

Deltametrina 71 ± 9                                   76 ± 7 

 

Com um maior volume de eluente ocorreu aumento nos valores de recuperação 

para alguns analitos, favorecendo a recuperação para o acetamiprido que passou a 

ser acima de 70%. Mas, optou-se por considerar como adequado utilizar a condição 
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de 3 mL de eluente visto que mesmo com um menor volume do eluente ainda foi 

possível obter valores de recuperação na faixa estabelecida pela ANVISA para 13 dos 

22 pesticidas avaliados. 

Devido as propriedades e capacidade de adsorção apresentadas pelo 

biocarvão da semente de uva, também foi avaliado se esse adsorvente era adequado 

para esses analitos e os resultados obtidos estão presentes no tópico subsequente. 

5.8.3. Avaliação do biocarvão da semente de uva  

Estudos de Bahri et al., 2012 avaliaram a eficiência do biocarvão obtido da 

semente de uvas para adsorção do diurom em amostras de água e os resultados 

mostraram que devido a elevada superfície porosa e grupos funcionais presentes 

nesse material foi favorável para adsorção desse pesticida [126].  

Devido a elevada área superficial (114,42 m2.g-1), volume dos poros de 0,24 

cm3.g-1 e presença de grupos ácidos e básicos em sua superfície que favorecem o 

poder de adsorção do biocarvão da semente de uva [127], foi feito um comparativo de 

eficiência com a condição otimizada para o biocarvão de aguapé (150 mg_3 mL 

MeOH:DCM 60:40, v/v) e os resultados obtidos estão na Figura 22. 
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Figura 22- Comparação dos percentuais de recuperação (n=3) dos pesticidas 

estudados com nível de fortificação de 1 μg mL-1, utilizando 150 mg do biocarvão de 

aguapé e semente de uva e 3 mL de MeOH:DCM (60:40, v/v). 

 

Os resultados mostraram que com o biocarvão da semente de uva apenas o 

terbufós, clorpirifós, abamectina e lufenurom tiveram recuperações acima de 70% e 

isso pode ter relação com o ponto de carga zero desse biocarvão no qual a superfície 

será protonada e dessa forma irá favorecer a adsorção para esses analitos já que 

apresentam um pKa mais elevado que caracteriza como ácidos fracos e produzem 

bases conjugadas fortes com grande capacidade de aceitar prótons provenientes da 

superfície desse biocarvão [128]. Além de ter favorecido melhores valores de 

recuperação para os compostos apolares, com exceção dos piretróides.  

Apesar das características desse biocarvão mostrarem presença de grupos 

funcionais carbonílicos (cetona e aldeídos), elevada área superficial e volume de 

poros, conforme foi mencionado anteriormente, não foi possível obter melhores 

capacidades de adsorção para esses analitos ou o eluente utilizado não apresentou 

força suficiente para quebrar a ligação desses compostos com a superfície do 

biocarvão. 

Portanto, o biocarvão de aguapé atuou como um material adsorvente para 22 

pesticidas sendo que 14 deles apresentaram recuperação na faixa de 70 – 120%. 
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Da mesma forma que foi avaliado para o adsorvente C18, foi necessário avaliar 

o branco do biocarvão de aguapé, conforme mostra a Figura 23. 

Figura 23- Cromatogramas do branco do extrato de cerveja por SPE, utilizando 150 

mg do biocarvão de aguapé, 10 mL de amostra e 3 mL de MeOH:DCM (60:40, v/v). 

Para condições instrumentais de análise, ver tópico 5.2. 

 

1-simazina; 2-terbufós; 3-tiametoxam; 4-malationa; 5-propanil; 6-clorpirifós; 7-carbossulfano; 8-

epoxiconazol; 9-abamectina; 10-lufenuron; 11-flutriafol; 12-azoxistrobina; 13-atrazina; 14-haloxifope; 

15-ametrina; 16-esfenvalerato; 17-acetamiprido; 18-diurom; 19-carbendazim; 20-tiofanato-metílico; 21-

imidacloprido; 22-deltametrina. 

 Avaliando os cromatogramas do branco apesar de apresentar alguns picos 

intensos, mostrou-se mais limpo do que em relação ao C18 (tópico 5.7, Figura 18). 

Esses picos não estão exatamente no mesmo tempo de retenção dos analitos, mas 

apresentam proximidade de tempo com alguns dos pesticidas avaliados.  

Portanto, em decorrência da capacidade de ter fornecido excelentes resultados 

com esse biocarvão, o mesmo foi escolhido para seguir durante a etapa de validação 

do método e a condição otimizada para o procedimento de extração está apresentado 

na Figura 24.  
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Figura 24: Fluxograma com a condição otimizada para o procedimento de extração 

dos analitos. 

 

5.9. Validação do Método Analítico 

O objetivo da validação é demonstrar que o método analítico produz resultados 

confiáveis e é adequado à finalidade a que se destina. Para isso devem ser avaliados 

alguns requisitos que são pré-estabelecidos por algumas instituições como INMETRO 

e ANVISA [79,129]. Alguns desses parâmetros de validação como linearidade, 

sensibilidade, efeito matriz, exatidão, precisão, limite de detecção e limite de 

quantificação foram avaliados e os resultados estão apresentados nos tópicos 

subsequentes. 

5.9.1. Linearidade e sensibilidade 

 

A linearidade relaciona-se a capacidade do método em produzir resultados 

diretamente proporcionais à concentração do analito dentro de um intervalo 

especificado. A quantificação das espécies de interesse por LC-MS foi realizada 

através de uma padronização externa. Através da aferição da massa dos padrões 

sólidos, foram preparadas soluções estoque de 10 µg mL-1 em metanol. A partir 

dessas soluções, foi preparada uma solução intermediária contendo a mistura das 

espécies de interesse na concentração de 0,1 µg mL-1 e, em seguida, foi diluída para 

0,01 µg mL-1 em 5 mL e posteriormente, foram feitas diluições sucessivas para o 

preparo das concentrações da curva analítica. 

Biocarvão 
de Aguapé 150 mg

Metanol/diclorometano 
(60:40, v/v) 3 mL

Adsorvente 
Quantidade 

de 

adsorvente 

Solvente de 

eluição 

Volume de 

solvente 
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Para os pontos da curva analítica foram preparadas as soluções na 

concentração de: 0,001; 0,0025; 0,005; 0,01; 0,025; 0,05; 0,1; 0,25; 0,5; 0,75 e 1 µg 

mL-1. Essas concentrações foram preparadas a partir de diluições da concentração de 

1 µg mL-1 e para as concentrações mais baixas foram diluídas a partir da solução de 

0,1 µg mL-1. A linearidade foi obtida pela construção da curva analítica, utilizando 11 

pontos, a qual foi injetada em triplicata.  

De acordo com a ANVISA (2003), o coeficiente de determinação da reta (r2) 

deve ser maior que 0,99. Para o INMETRO (2010) considera como aceitável o 

coeficiente maior que 0,9. Neste caso, os analitos apresentaram linearidade dentro 

dos parâmetros estabelecidos.  

A Tabela 12 mostra os resultados apresentando a equação da reta, o 

coeficiente de determinação e o intervalo de concentração para cada analito na curva 

no solvente. 

Tabela 12- Equação da reta e coeficiente de determinação (r2) dos pesticidas 
estudados. 

Pesticida Equação de regressão 
Coeficiente de 

determinação (r2) 

Intervalo de 
concentração 

(µg mL-1) 

Simazina Y = 7.106x + 207802 0,995 0,001-1 

Tiametoxam Y = 6.106x + 192552 0,996 0,005-1 

Malationa Y = 2.107x + 341836 0,998 0,001-0,5 

Propanil Y = 3.106x + 174362 0,997 0,001-1 

Clorpirifós        Y = 3.106x - 27327 0,984 0,005-1 

Carbossulfano        Y = 6.106x + 12046 0,999 0,05-1 

Epoxiconazol        Y = 8.106x - 52664 0,999 0,0025-1 

Lufenuron Y = 1. 106x – 19085 0,999 0,001-1 

Flutriafol  Y = 7.106x + 246370 0,994 0,001-1 

Azoxistrobina  Y = 3.107x + 525861 0,997 0,001-1 

Atrazina  Y = 9.106x + 568035 0,988 0,001-1 

Haloxifope   Y = 401438x -2083,8 0,997 0,005-1 

Ametrina  Y = 2.107x + 269098 0,999 0,001-1 

Esfenvalerato Y = 3.106x + 555,12 0,999 0,005-1 

Acetamiprido  Y = 1.107x + 317952 0,996 0,001-1 

Diurom  Y = 6.106x + 191223 0,990 0,001-1 
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Carbendazim  Y = 9.107x + 684800 0,992 0,001-0,1 

Tiofanato-metílico  Y = 2.107x + 373166 0,989 0,001-1 

Deltametrina    Y = 3,63241.106x -13373,3 0,998 0,0025-1 

 

A sensibilidade é medida através da equação da reta ao avaliar o coeficiente 

angular da regressão linear e quanto mais elevado for esse valor, indica o quanto o 

método é sensível para avaliar aquele analito. Assim, analisando o coeficiente angular 

de cada uma das equações é possível observar que o método foi sensível para a 

maioria dos compostos no qual apresentou maior sensibilidade de resposta para o 

carbendazim e menor sensibilidade para identificação do haloxifope. 

Com base nas concentrações utilizadas e respostas obtidas ao trabalhar com 

a curva analítica pode-se notar que o método LC-MS foi sensível o bastante para 

estudo dos pesticidas nesse intervalo de concentração. Dessa forma, o método 

permite uma resposta nesse intervalo de concentração entre 1 a 1000 μg L-1, 

possibilitando dessa forma verificar a presença dos resíduos em concentrações 

menores dentro do intervalo que foi avaliado.  

 

5.9.2. Seletividade  (Efeito Matriz) 

 

A seletividade do método analítico deve ser demonstrada por meio da 

capacidade de identificar ou quantificar o analito de interesse em meio a presença de 

interferentes oriundos da amostra [79]. Uma forma de avaliar essa seletividade é 

verificando o efeito matriz, no qual avaliará se possíveis interferentes podem aumentar 

ou suprimir o sinal analítico [79,129,130].  

O efeito matriz é um parâmetro de extrema importância que deve ser avaliado 

através da razão dos coeficientes angulares da curva no extrato e solvente [79]. As 

curvas na amostra foram elaboradas utilizando 50 µL da solução padrão dos 

pesticidas em 450 µL do extrato no mesmo intervalo de concentração que foi utilizado 

para avaliar a linearidade. 

A razão dos coeficientes angulares (RCA) é avaliado de forma que se for igual 

a 1 indica que não há efeito matriz pronunciado e dessa forma, o método é seletivo. 

Tabela 12: Continuação 
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Quando RCA < 1 ocorre uma supressão do sinal do analito e no caso de RCA > 1 

significa que ocorreu um aprimoramento no sinal obtido [79,129,130]. Os dados 

apresentados na Tabela 13 mostram que a matriz acabou interferindo e resultando na 

supressão dos sinais para maioria dos analitos, com exceção o lufenurom, no qual 

apresentou um RCA = 1 indicando dessa forma que não ocorreu um efeito matriz.  
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Tabela 13- Intervalo de concentração, equações da reta para o extrato da matriz e solvente, coeficientes de determinação e razões 

entre coeficientes angulares para os pesticidas. 

Extrato da Matriz 

Analito            Intervalo de        Equação da Reta               r2 

                       concentração        

                            µg mL -1 

Curva no Solvente 

Equação da Reta                                r2                        RCA 

Simazina           0,025-1        y = 3.106x – 45675                 0,998 y = 7.106x + 207802                            0,995     

Tiametoxam      0,05-1          y = 3.106x + 55768                 0,998 y = 6.106x + 192552 0,996                   0,5 

Malationa          0,1-1            y = 2.106x + 123281               0,996 y = 2.107x + 341836                            0,998                   0,15 

Propanil             0,1-1           y = 2.106x + 50286                 0,996 y = 3.106x + 174362                            0,997                   0,66 

Clorpirifós         0,1-1            y = 1.106x – 132761               0,988 y = 3.106x – 27327                              0,984                   0,66 

Carbossulfano  0,025-1        y = 4.106x + 12779                 0,996 y = 6.106x + 12046                              0,999                   0,66 

Epoxiconazol    0,05-1          y = 5.106x + 23595                 0,997 y = 8.106x – 52664                              0,999                   0,62 

Lufenurom        0,05-1          y = 1.106x - 4377.6                 0,996 y = 1.106x – 19085                              0,999                   1 

Flutriafol          0,025-1         y = 3.106x – 21776                  0,997 y = 7.106x + 246370                            0,994                   0,42 

Azoxistrobina  0,005-1         y = 2.107x + 137881                0,998 y = 3.107x + 525861                            0,997                   0,66 

Atrazina          0,05-1           y = 4.106x + 31231                  0,998 y = 9.106x + 568035                            0,988                   0,44 

Haloxifope      0,025-1         y = 278264x - 5239.6               0,995 y = 401438x - 2083.8                          0,997                   0,69 

Ametrina         0,05-1          y = 1.107x + 222159                 0,999 y = 2.107x + 269098                            0,999                   0,5 

Esfenvalerato 0,025-1        y = 2.106x + 62016                    0,995 y = 3.106x + 555.12                             0,999                   0,66 

Acetamiprido  0,025-1        y = 6.106x + 128321                 0,999 y = 1.107x + 317952                            0,996                   0,6 

0,47 
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Diurom             0,01-1             y = 3.106x + 18940              0,998 y = 6.106x + 191223                              0,990              0,5 

Carbendazim  0,0025-0,25     y = 3.107x + 61267              0,990 y = 9.107x + 684800                              0,992              0,33 

Tiofanato-metílico 0,0025-1    y = 6.106x + 12227              0,998 y = 2.107x + 373166                              0,989              0,3 

Deltametrina    0,025-1           y = 3.106x + 14476              0,995 y = 5.106x – 42697                                0,998              0,6 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 13: Continuação 
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Os resultados mostraram um efeito matriz intenso com supressão dos sinais de 

até 85%. Tais resultados podem estar relacionados ao fato de aparecer interferentes 

do adsorvente assim como compostos da própria matriz próximo ao tempo de 

retenção dos analitos os quais acabaram competindo em termos de respostas com os 

analitos em estudo. 

Essa hipótese pode ser confirmada ao verificar o extrato branco para alguns 

desses analitos onde verifica sinais próximos ao tempo de retenção do analito da 

mesma forma que os espectros de massas confirmam a presença de interferentes 

com relação m/z ligeiramente próximas aos analitos.  

O malationa (m/z 348) foi o analito que apresentou um efeito matriz mais 

intenso indicando elevada supressão de sinal. Ao verificar o cromatograma de 

corrente total de íons (TICC) em modo positivo (Figura 25 (A)) foi constatada a 

presença de sinais cromatográficos (1 e 2, respectivamente) com relação m/z e tempo 

de retenção próximo ao analito (Figura 25 (B)), o que justifica o efeito matriz negativo.  

Figura 25 – Cromatograma da corrente total de íons em modo positivo (A) e 

espectro de massas (B) obtidos a partir da análise em modo varredura do extrato 

branco de cerveja por SPE utilizando 150 mg de biocarvão de aguapé, 10 mL de 

amostra e 3 mL de metanol e diclorometano (60:40, v/v). 

 

Além disso, uma das causas relacionadas a supressão de sinal e assim um 

elevado efeito matriz está relacionado ao espaço limitado na superfície das gotículas 

produzidas na fonte de íons do ESI nos quais os constituintes da matriz podem superar 

os analitos para determinada carga ou lugar na superfície. Consequentemente, o 

aumento da viscosidade ou tensão superficial causada pela matriz acaba inibindo o 

A 

B 
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solvente de evaporação de forma que algumas substâncias não voláteis da matriz 

acabem coprecipitando o analito antes da formação dos íons gasosos [131].  

5.9.3. Exatidão e Precisão 

A exatidão de método analítico deve ser obtida pelo grau de concordância entre 

os resultados individuais do método em estudo em relação a um valor aceito como 

verdadeiro e deve ser verificada contemplando o intervalo linear com concentrações 

baixas, médias e altas em no mínimo três replicatas em cada nível [79].  

Para os testes de exatidão e precisão foram avaliados três níves de 

concentração, em quintuplicata, dentre os presentes na curva analítica de forma a 

verificar os menores valores de concentração para cada analito. Foi verificado em 

termos das concentrações mais baixas devido não existir legislação que indique o 

LMR de pesticidas para cerveja e assim, é necessário desenvolver um método que 

seja sensível o suficiente para determinar a presença desses resíduos. 

Uma vez que para otimização do método de extração por SPE os testes foram 

desenvolvidos utilizando um nível de fortificação de 1 µg mL-1, para assegurar a 

eficiência de extração os testes de exatidão foram realizados em concentrações 

baixas: (0,0025; 0,005; 0,01 µg mL-1), (0,01; 0,025; 0,05 µg mL-1), (0,025; 0,05; 0,1 µg 

mL-1), (0,1; 0,25; 0,5 µg mL-1) a depender da resposta do analito na faixa linear da 

curva. 

A Tabela 14 apresenta os três níveis de fortificação para cada analito, assim 

como o percentual de recuperação e desvio padrão relativo obtido através das 

condições otimizadas. 
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Tabela 14- Valores de Recuperação média (%) e desvio padrão relativo (DPR %) 

avaliados para o ensaio de exatidão e precisão realizados para validação. 

Pesticida Nível de fortificação(µg mL-1) Recuperação (%) DPR (%) 

 Simazina 0,1 

0,25 

0,5 

             59 

  64 
             
             63       

9 

       4 
 
       5 

Tiametoxam 0,1 

0,25 

0,5 

25 

33 

35 

6 

5 

7 

Malationa 0,1 

0,25 

0,5 

81 

84 

89 

9 

3 
 

2 

Propanil 0,0025 

0,005 

0,01 

91 

89 
 

87 

6 

2 

4 

Clorpirifós 0,025 

0,05 

0,1 

93 

88 

87 

6 

3 

2 

Epoxiconazol 0,1 

0,25 

0,5 

89 

93 

94 

4 

2 

1 

Lufenurom 0,01 

0,025 

0,05 

83 

73 

76 

7 

6 

4 

Flutriafol 0,1 

0,25 

0,5 

51 

60 

55 

10 

7 

7 

Azoxistrobina 

 
 

0,01 

0,025 

0,05 

81 

85 

77 

5 

3 

2 
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Atrazina 0,025 

0,05 

0,1 

53 

56 

52 

7 

5 

7 

Haloxifope 0,1 

0,25 

0,5 

18 

26 

19 

14 

19 

15 

Ametrina 0,1 

0,25 

0,5 

72 

82 

89 

6 

3 

1 

Esfenvalerato 0,1 

0,25 

0,5 

80 

68 

81 

12 

4 

4 

Acetamiprido 0,1 

0,25 

0,5 

68 

72 

76 

8 

4 

3 

Diurom 0,025 

0,05 

0,1 

88 

94 

102 

4 

3 

5 

Carbendazim 0,0025 

0,005 

0,01 

44 

61 

66 

6 

4 

6 

Tiofanato-metílico 0,0025 

0,005 

0,01 

34 

38 

50 

2 

8 

8 

Deltametrina 0,1 

0,25 

0,5 

69 

67 
 

77 

9 

4 

3 

Tabela 14: Continuação 
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Como base nos testes de exatidão grande parte dos pesticidas apresentaram 

recuperação acima de 70% e com desvio padrão relativo de até 20% conforme é 

estabelecido pela ANVISA [79]. Os pesticidas malationa, propanil, clorpirifós, epoxiconazol, 

lufenurom, azoxistrobina, ametrina, esfenvalerato, acetamiprido e diurom mostraram exatos 

para os três níveis de fortificação com percentual de recuperação entre 66 – 102%. Alguns 

pesticidas como a simazina, tiametoxam, flutriafol, atrazina, haloxifope e tiofanato – metílico 

apresentaram valores de recuperação abaixo de 70%, mas ainda tiveram RSD de até 20%. 

A precisão relaciona a proximidade de concordância entre os valores medidos 

obtidos por medições replicadas sob condições específicas no qual também busca 

relacionar ao erro de medição e é expressa como desvio padrão relativo (RSD) ou 

coeficiente de variação (CV) sendo menor que 20% [78,130].  

Para isso foram avaliados em quintuplicata a precisão intradia (repetibilidade) que é 

avaliada dentro da execução utilizando de um mesmo operador, mesmo método, mesmo 

laboratório, mesmo equipamento e com ensaios avaliados durante o mesmo dia de 

trabalho.  

Para precisão intermediária também busca utilizar do mesmo operador, método, 

laboratório, equipamento, mas com ensaios realizados em dias distintos, não 

necessariamente consecutivos. Para esse teste foi utilizado o nível 2 de concentração 

(segunda linha dos testes de exatidão da Tabela 14) e os ensaios foram realizados em 

quintuplicata em três dias não consecutivos. 
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Tabela 15- Valores de Recuperação média (%) e desvio padrão relativo (DPR %) avaliados 

para ensaio de precisão intradia e interdia realizados para validação. 

Pesticidas  Precisão Intradia (%) 

(n = 5) 

Precisão Interdia (%) 

(n = 15) 

Simazina 64 ± 4 66 ± 4 

Tiametoxam 33 ± 5 34 ± 3 

Malationa 84 ± 3 87 ± 4 

Propanil 89 ± 2 89 ± 3 

Clorpirifós 88 ± 3 88 ± 5 

Epoxiconazol 93 ± 2 93 ± 4 

Lufenurom 73 ± 6 77 ± 3 

Flutriafol 60 ± 7 60 ± 5 

Azoxistrobina 85 ± 3 85 ± 4 

Atrazina 56 ± 5 59 ± 5 

Haloxifope 26 ±19 21 ± 3 

Ametrina 82 ± 3 84 ± 3 

Esfenvalerato 68 ± 4 68 ± 4 

Acetamiprido 73 ± 4 75 ± 5 

Diurom 94 ± 3 95 ± 2 

Carbendazim 61 ± 4 61 ± 4 

Tiofanato-metílico 38 ± 8 46 ± 9 

Deltametrina 67 ± 4 67 ± 4 

 

Avaliado o desvio padrão relativo não há alterações significativas nos resultados 

quando o método é utilizado ao longo de um determinado dia de trabalho o que permite 

concluir que o método desenvolvido apresenta uma boa repetibilidade. Da mesma forma 

que avaliando a precisão intermediária em dias distintos ainda apresentaram RSD < 20% 

confirmando assim que o método é reprodutível. 
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5.9.4. Limite de detecção (LD) e limite de quantificação (LQ) 

O limite de detecção (LD) busca verificar a menor quantidade do analito presente na 

amostra que pode ser detectado, mas não quantificado. Esse valor pode ser estimado 

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

[78,79]. 

Enquanto que o limite de quantificação (LQ) é a menor quantidade de um analito 

presente em uma amostra que pode ser determinada com precisão e exatidão aceitáveis. 

A determinação desse parâmetro também pode ser realizada conforme os métodos 

mencionados anteriormente. 

Para esse trabalho, os valores de LD e LQ foram estipulados com base na curva de 

calibração utilizando das equações (1) e (2) resultantes dos estudos de Kruve et al., 2015 

[78]. No qual s é a estimativa do desvio padrão linear e S é em relação ao coeficiente 

angular da curva analítica. 

(1)              LD = 3,3 .
𝑠

𝑆
 

 

(2)              LQ = 10 .
𝑠

𝑆
 

 

As estimativas do desvio padrão (s) foram calculadas empregando as respostas 

obtidas nas menores concentrações do ensaio de exatidão, enquanto que os coeficientes 

angulares utilizados foram obtidos a partir das equações da reta preparados nos extratos 

da matriz no estudo da seletividade do método [78, 82].  

Como não existe legislação indicando o LMR de pesticidas para cerveja, buscou 

avaliar esses limites de forma  

a obter o mais baixo possível para detectar e quantificar a presença desses analitos nessa 

matriz. Os valores de LD e LQ estão expressos na Tabela 16. 
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Tabela 16- Valores de limite de detecção e quantificação obtidos pelo método da curva de 

calibração com concentração em µg mL -1 . 

Pesticidas Limite de Detecção 

(µg mL-1) 

Limite de Quantificação 

(µg mL-1) 

Simazina 0,0212 0,0644 

Tiametoxam 0,0246 0,0746 

Malationa 0,0330 0,1000 

Propanil 0,0126 0,0381 

Clorpirifós 0,0303 0,0918 

Epoxiconazol 0,0235 0,0713 

Lufenurom 0,0164 0,0496 

Flutriafol 0,0220 0,0669 

Azoxistrobina 0,0127 0,0386 

Atrazina 0,0136 0,0414 

Haloxifope 0,0266 0,0807 

Ametrina 0,0118 0,0359 

Esfenvalerato 0,0267 0,0810 

Acetamiprido 0,0131 0,0398 

Diurom 0,0169 0,0515 

Carbendazim 0,0174 0,0528 

Tiofanato – metílico 0,0099 0,0299 

Deltametrina 0,0345 0,1045 

 

Portanto, é possível observar que os valores de LD variam entre 0,009 – 0,03 µg mL-

1 e o LQ entre 0,02 – 0,1 µg mL-1. Logo, o método desenvolvido permite detectar e 

quantificar a presença desses analitos mesmo que em baixas concentrações.  

Como forma de verificar a eficiência do método analítico desenvolvido, foram 

comparados alguns parâmetros com o que tem disponível na literatura e os dados estão 

disponíveis na Tabela 17.
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Tabela 17- Comparação do método proposto com outros métodos analíticos para determinação de pesticidas por SPE como método de 

preparo de amostras para cerveja. 

Método 

analítico 

Matriz Pesticidas Grupo químico Recuperação (%) LD/LQ Referência 

SPE- GC/MS Cerveja Quinoxifeno 

Clorfenapir 

Tebuconazol 

Fenarimol 

Piridabem 

Dimetomorfe 

Quinolina 

Análogo de Pirazol 

Triazol 

Pirimidinil Carbinol 

Piridazinona 

Morfolina 

66 - 139 0,0002 –0,0005 mg L-1 [62] 

QuEChERS 

– GC-MS/MS 

Cerveja Acetamiprido 

Terbufós 

Alacloro 

Ametrina 

Atrazina 

Azoxistrobina 

Carbofurano 

Carbossulfano 

Cipermetrina 

Deltametrina 

Difenoconazol 

Esfenvalerato 

Flutriafol 

Tiametoxam 

Neonicotinóide 

Organofosforado 

Cloroacetanilida 

Triazina 

Estrobilurina 

Carbamato 

Piretróide 

Triazol 

 

73 – 101/ 

65 - 103 

0,0001 – 0,0007/ 

0,001 – 0,006 µg mL-1 

[92] 
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Paration metílico 

QuEChERS 

– LC/MS 

Cerveja Boscalida 

Fluxapiroxade 

Mandipropamida 

Deltametrina 

Ciprodinil 

Azoxistrobina 

Pirimifós – metílico 

Butóxido de piperonila 

Anilida 

Carboxamida 

Éter mandelamida 

Piretróide 

Anilinopirimidina 

Estrobilurina 

Organofosforado 

58 -112 1 - 200µg kg-1 / 

5 – 1000 µg kg-1 

[94] 

SPE – 

LC/MS 

Cerveja Acetamiprido 

Ametrina 

Azoxistrobina 

Atrazina 

Clorpirifós 

Deltametrina 

Diurom 

Epoxiconazol 

Esfenvalerato 

Flutriafol 

Haloxifope 

Lufenurom 

Malationa 

Propanil 

Simazina 

Tiametoxam 

Tiofanato - metílico 

Neonicotinóide 

Triazina 

Estrobilurina 

Organofosfato 

Piretróide 

Felilamida 

Triazol 

Ariloxifenoxipropionato 

Benzoilureia 

Anilida 

Benzimidazol 

72 - 102 0,009 – 0,03/  

0,02 – 0,1 µg mL-1 

* 

* Método desenvolvido nesse trabalho. 

 

Tabela 17: Continuação 
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Os parâmetros comparados mostram que mesmo utilizando o biocarvão como 

adsorvente alternativo foi possível apresentar percentuais de recuperação satisfatórios, 

além de baixos valores de limite de detecção e quantificação coerentes com o que já foi 

encontrado na literatura, ressaltando assim que realmente o método desenvolvido é 

adequado para trabalhar com a matriz cerveja. 

 

5.10. Aplicação do método 

O método desenvolvido e validado para determinação dos pesticidas simazina, 

tiametoxam, malationa, propanil, clorpirifós, epoxiconazol, lufenurom, flutriafol, 

azoxistrobina, atrazina, haloxifope, ametrina, esfenvalerato, acetamiprido, diurom, 

carbendazim, tiofanato – metílico e deltametrina foi aplicado em 13 rótulos de cerveja lager 

do tipo Pilsen que são consumidas frequentemente no Brasil com o intuito de verificar a 

presença desses analitos. 

Os rótulos identificados como R1, R2, R3, R4, R5 e R6 pertencem à cervejaria 

AMBEV (localizada em Sergipe, São Paulo, Minas Gerais, dentre outros), o R7, R8, R9 e 

R10 pertencentes à cervejaria Heineken (localizada na Bahia, São Paulo, Pernambuco, 

dentre outros), o R11 pertencente ao grupo Petrópoles (filial no Rio de Janeiro), o R12 

pertencente a cervejaria Cidade Imperial (localizada no Rio de Janeiro, Minas Gerais e São 

Paulo) e o R13 pertencente a cervejaria Hijos de Rivera (localizada na Espanha). 

As treze amostras foram submetidas ao procedimento de extração em triplicata 

conforme apresentado na seção 4.10 e análise por LC-MS realizada em modo de varredura 

de íons (SCAN) e monitoramento de íons selecionado (SIM). 

Foram avaliados o tempo de retenção dos picos presentes na amostra com o tempo 

de retenção destes picos na solução padrão dos pesticidas. Também foram avaliados o 

branco dos reagentes para verificar se apresentava picos interferentes no mesmo tempo 

de retenção dos analitos (Figura 26). 
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Figura 26: Cromatrogramas (A) modo SIM, (B) SCAN para a cerveja R2, (C) SIM para a 

solução conjunta dos pesticidas, (D) SIM para o branco dos reagentes. 
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1-simazina; 2-tiametoxam; 3-malationa; 4-propanil; 5-clorpirifós; 6-carbossulfano; 7-epoxiconazol; 8-
lufenuron; 9-flutriafol; 10-azoxistrobina; 11-atrazina; 12-haloxifope; 13-ametrina; 14-esfenvalerato; 15-
acetamiprido; 16-diurom; 17-carbendazim; 18-tiofanato-metílico; 19-deltametrina. 

 

Sinais intensos foram observados nos cromatogramas de monitoramento de íons 

selecionados (SIM) (Figura 26 (A)) e apresentaram no mesmo tempo de retenção de alguns 

analitos. Logo, foi calculada a média da área das replicatas para os analitos presentes no 

branco da amostra e esse valor foi submetido a equação da reta da curva no extrato a fim 

de verificar a concentração do analito. 

Avaliando o branco dos reagentes também pode-se observar pequenos picos 

interferentes no mesmo tempo de retenção de alguns analitos como o esfenvalerato, 

propanil e epoxiconazol os quais tiveram o valor da área de cada pico subtraído da área 

dos picos na amostra. 

Contudo, para confirmar se tais picos correspondiam aos respectivos analitos, os 

extratos foram injetados através de injeção direta no espectrômetro de massas de alta 

resolução (Exactive Plus Orbitrap Mass Spectrometer), mas não foi possível detectar 

resíduos desses pesticidas nas amostras avaliadas nas condições estabelecidas para o 

desenvolvimento desse método. Alguns estudos desenvolveram métodos que foram 

capazes de identificar a presença de pesticidas na cerveja [9,34,84,85]. O método 

desenvolvido nesse trabalho também mostrou eficiente para avaliar a presença dos 

pesticidas em variados rótulos de cerveja. 

Portanto, a contaminação vista nos demais estudos nas amostras de cerveja indica 

a importância de desenvolver métodos para quantificar a presença de pesticidas nessa 
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matriz, além de ressaltar a necessidade de existir uma legislação capaz de avaliar a 

presença desses contaminantes que podem afetar ou prejudicar a saúde do consumidor.
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6. CONCLUSÕES 

A otimização das condições instrumentais de análise por meio de um gradiente de 

eluição (30-100%) composto por metanol:água (5 mmol L-1 de formiato de amônio) com 

vazão de fase móvel 0,5 mL min-1, coluna Shim-pack C18 (150 x 3 mm, 2,5 μm) em modo 

de monitoramento do íon selecionado permitiu a identificação dos pesticidas em um tempo 

de análise de 20 minutos. Logo, a cromatografia líquida juntamente com a espectrometria 

de massas se mostrou eficiente na determinação dos 22 pesticidas avaliados (abamectina, 

acetamiprido, ametrina, atrazina, azoxistrobina, carbendazim, carbossulfano, clorpirifós, 

deltametrina, diurom, esfenvalerato, epoxiconazol, flutriafol, haloxifope, imidacloprido, 

lufenuron, malationa, propanil, terbufós, tiametoxam, tiofanato-metílico e simazina), 

permitindo sinais bem definidos. 

Dentre os adsorventes, solventes e condições avaliadas a extração em fase sólida 

utilizando o adsorvente comercial C18 nas condições de 150 mg de C18, 10 mL de cerveja 

com nível de fortificação de 1 μg mL-1 e 3 mL de metanol e diclorometano (90:10, v/v) como 

solvente de eluição mostrou eficiente na extração de 18 pesticidas (abamectina, 

acetamiprido, ametrina, atrazina, azoxistrobina, clorpirifós, diurom, epoxiconazol, flutriafol, 

haloxifope, imidacloprido, lufenuron, malationa, propanil, terbufós, carbendazim, tiofanato-

metílico e simazina) com recuperação entre 74 ± 3% e 110 ± 6%. 

O biocarvão de aguapé como adsorvente alternativo na condição de 150 mg, 10 mL 

de cerveja com nível de fortificação de 1 μg mL-1 e 3 mL de metanol e diclorometano (60:40, 

v/v) como solvente de eluição mostrou eficiente na extração de 14 pesticidas que 

apresentaram recuperação na faixa estabelecido pela ANVISA (Abamectina, ametrina, 

azoxistrobina, clorpirifós, deltametrina, diurom, epoxiconzol, esfenvalerato, imidacloprido, 

lufenurom, malationa, propanil, carbendazim e terbufós) com recuperação entre 70 ± 7% e 

120 ± 2%. 

O método foi adequado para validação desses pesticidas avaliados conforme 

parâmetros estabelecidos pela ANVISA e INMETRO utilizando o biocarvão de aguapé 

como adsorvente alternativo e apresentou linearidade, seletividade, exatidão e precisão 

coerentes, além de LD entre 0,009 – 0,03 µg mL-1 e o LQ entre 0,02 – 0,1 µg mL-1. 
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O método desenvolvido foi aplicado em 13 rótulos de cerveja, mas não foram 

detectados resíduos dos pesticidas estudados nas condições estabelecidas para o método. 

Portanto, os resultados obtidos evidenciaram a importância em se desenvolver 

métodos analíticos capazes de identificar e quantificar resíduos de pesticidas e estabelecer 

uma legislação de forma a indicar o LMR para os pesticidas na cerveja devido a elevada 

toxicidade desses compostos.   

 

 

7. PERSPECTIVAS DO TRABALHO 

Mediante os resultados que foram obtidos, o presente trabalho tem a seguinte 

perspectiva: 

• Propor uma etapa de limpeza para o método de extração.  
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9. APÊNDICE 

Apêndice 1. Relação dos percentuais de recuperação (R%) e coeficientes de variação (CV%) dos adsorventes que foram avaliados 

na condição de 500 mg, 10 mL de cerveja com nível de fortificação de 1 µg mL-1 e 5 mL de metanol. 

  Pesticida Alumina neutra Florisil Sílica PSA C18 

 (R%)  (CV%) (R%)  (CV%) (R%)  (CV%) (R%)  (CV%) (R%)  (CV%) 

Simazina 4%       7% 85%     3% 13%      12%           3%       4% 72%       2% 

Terbufós 70%     15% 44%   50% 66%      15% 39%      2% 30%       2% 

Tiametoxam 2%       4% 40%    7% 15%       1% 2%        2% 45%       1% 

Malationa 13%     10% 101%   8% 29%      10% 15%      16% 72%       5% 

Propanil           8%      15%            96%    6% 19%       1% 11%       4% 137%     2% 

Clorpirifós 39%       3%           70%   13% 80%       5% 51%       1%  40%        2% 

Carbossulfano 12%     12%           12%    4% 68%        1% 11%       1%          5%          1% 

Epoxiconazol 20%       3% 105%    5% 43%        6% 30%       7% 66%        1% 

Abamectina 93%      16% 110%    6% 125%       2% 79%       9%  77%        1% 

Lufenuron 74%       1% 92%    2% 108%       4% 61%       3%  114%      4% 

Flutriafol 6%         1% 88%    5% 19%        1% 7%         7%  79%        4% 

Azoxistrobina 14%       9% 88%   19% 34%        5%          16%       9%  71%         2% 

Atrazina    5%        14% 84%    2% 17%        1% 5%        13%          72%        2% 

Haloxifope  3%         9% 52%    5% 20%         7%  2%         2%          133%      3% 

Ametrina 11%       2% 94%     3% 33%         4%  14%       11%          72%        3% 



135 
 

 

Esfenvalerato 36%    21% 57%     3% 69%        15%          32%       7%          39%        3% 

Acetamiprido 3%       1% 94%     2% 22%         5% 2%         3%          73%        3% 

Diurom 5%       3% 98%     6% 19%         0% 8%         0%          74%        3% 

Carbendazin 4%       5% 82%    2% 20%          6%           6%        3%          67%        4% 

Tiofanato-metílico 3%      10% 68%    7% 10%         8% 4%        7%          69%        5% 

Imidacloprido 16%     10% 99%    3% 32%         1% 2%        0%          75%        0% 

Deltametrina 33%     18% 50%    2% 68%         2% 36%       3%          41%        3% 

 

Apêndice 2: Relação dos percentuais de recuperação (R%) e coeficientes de variação (CV%) na condição de 500 mg de C18, 10 

mL de cerveja com nível de fortificação de 1 µg mL-1 e 5 mL de metanol para verificar a influência da etapa de secagem do adsorvente. 

Pesticida C18 sem secagem C18 com secagem 

 (R%)  (CV%) (R%)  (CV%) 

Simazina 72%       2% 103%     4% 

Terbufós 30%       2% 33%     11% 

Tiametoxam 45%       1% 56%      4% 

Malationa 72%       5% 91%      2% 

Propanil 137%       2% 89%      2% 

Clorpirifós 40%        2% 62%      1% 

Carbossulfano 5%        1% 10%      1% 

Epoxiconazol 66%         1% 108%    11% 

Abamectina 77%         1% 81%       3% 

Lufenuron 114%        4% 63%       2% 

Flutriafol 79%        4% 97%       0% 

Apêndice 1: Continuação 
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Azoxistrobina 71%        2% 94%        1% 

Atrazina 72%        2% 101%       1% 

Haloxifope 133%       3% 90%         3% 

Ametrina 72%       3% 93%        1% 

Esfenvalerato 39%       3% 46%        2% 

Acetamiprido 73%       3% 103%       5% 

Diurom 74%       3% 106%       5% 

Carbendazim 67%       4% 103%       3% 

Tiofanato-metílico 69%       5% 101%       2% 

Imidacloprido 75%      0% 90%        3% 

Deltametrina 41%      3% 45%        4% 

 

Apêndice 3. Relação dos adsorventes alternativos avaliados na condição de 150 mg, 10 mL de cerveja com nível de fortificação 

de 1 µg mL-1 e 3 mL de (MeOH: DCM) com os respectivos valores de recuperação (R%) e coeficientes de variação (CV%). 

  Pesticida BC sabugo de milho BC Aguapé BC semente de uva 

 MeOH_DCM (90:10) MeOH_DCM (60:40) MeOH_DCM (60:40) 

 (R%)  (CV%) (R%)  (CV%) (R%)  (CV%) 

Simazina            59%     7%   69%       1%   28%     5% 

Terbufós     105%    4%    120%     2%           88%    11% 

Tiametoxam     37%     10%    29%      1%   19%   23% 

Malationa     83%     0%     101%    10%    44%   11% 

Propanil           82%     11%            91%      5%            61%   12% 

Clorpirifós       58%     10%            77%      1%   109% 14% 

Apêndice 2: Continuação 
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Carbossulfano     1%       28%            1%      19%          3%    3% 

Epoxiconazol   76%     13%           99%     6%  65%  11% 

Abamectina         90%       9%     87%     11%       94%   6% 

Lufenuron     66%     16%      73%     8%      75%  11% 

Flutriafol     52%     14%      56%     17%      29%  18% 

Azoxistrobina     72%     2%       92%     7%       50%   9% 

Atrazina      60%     9%      55%     16%      30%  18%   

Haloxifope      52%      5%          27%     5%       34%   2% 

Ametrina      64%     3%        81%      6%       48%  12%   

Esfenvalerato        50%     1%       71%      4%         57%   17%   

Acetamiprido        55%     9%       65%      18%         39%    3%  

Diurom        81%     7%       101%     5%         52%   17% 

Carbendazim        5%      3%    5%         7%       5%     23% 

Tiofanato-metílico       23%    14%      49%       4%    17%   20% 

Imidacloprido        67%    2%     83%       5%    48%   10% 

Deltametrina        5%     4%     71%       9%    53%   15% 

 

Apêndice 3: Continuação 


