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RESUMO

A cerveja é a terceira bebida alcodlica 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
malteacao. Por outro lado, como forma de acelerar a producao desses cereais e
eliminar pragas que afetam a producdo sdo utilizados pesticidas que podem
permanecer nos cereais até a obtencdo do produto final, a cerveja. Esses
pesticidas podem prejudicar a saude do consumidor. Assim, esse trabalho
objetivou desenvolver um método para determinacéo de residuos de pesticidas
em cerveja Lager do tipo Pilsen. Para isso, foi utilizada a técnica de extracdo em
fase solida com o intuito de preparar a amostra e isolar os analitos. Em seguida,
a técnica de cromatografia liquida/espectrometria de massas foi utilizada para
identificar a abamectina, acetamiprido, ametrina, atrazina, azoxistrobina,
carbendazim, carbossulfano, clorpirifés, deltametrina, diurom, esfenvalerato,
epoxiconazol, flutriafol, haloxifope, imidacloprido, lufenuron, malationa, propanil,
terbufés, tiametoxam, tiofanato-metilico e simazina. Foram testados o0s
adsorventes comerciais: silica, florisil, PSA (Amina primaria e secundaria),
alumina neutra e C18, além dos adsorventes alternativos: biocarvao do sabugo
de milho, biocarvdo de aguapé e biocarvao da semente de uva. Assim como
metanol, acetonitrila, acetato de etila e mistura de metanol e diclorometano em
diferentes propor¢des utilizados como solvente de extracdo. Os melhores
resultados de extracdo para o adsorvente comercial foram utilizando as
condi¢cBes de 150 mg do C18, 10 mL de amostra com nivel de fortificacdo de 1
ug mLt e 3 mL de metanol e diclorometano (90:10, v/v) e para o adsorvente
alternativo 150 mg do biocarvdo de aguapé, 10 mL de amostra com nivel de
fortificacdo de 1 ug mL* e 3 mL de metanol e diclorometano (60:40, v/v) como
solvente de elui¢cdo. O método foi validado com o biocarvao de aguapé e mostrou
linear r? > 0,99, exato, preciso (repetibilidade < 19% e preciséo intermediaria <
9%). O limite de deteccdo foi entre 0,009 — 0,03 pg mL! e o limite de
quantificacdo entre 0,02 — 0,1 ug mL*. O método foi aplicado em 13 amostras
de cerveja, mas nao foram detectados residuos dos pesticidas estudados nas
condicOes estabelecidas para o método.

Palavras—chave: SPE. Inseticidas. Cereais. Bebida fermentada. C18.
Adsorvente alternativo.



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: silica, 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 ug mL-1and 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 uyg mL-1and 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 ug mL-t and the quantification limit was between 0,02 — 0,1
ug mL1. 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. INTRODUCAO

A cerveja € uma das bebidas mais apreciadas e consumidas no mundo com
elevada producao nacional respondendo por quase 64% do volume total de bebidas
alcoolicas produzidas e comercializadas em 2018 [1]. A introducdo da cerveja no
Brasil se deu pelos holandeses em 1637 e atualmente o pais € o terceiro maior
produtor do mundo com faturamento de 77 bilhdes de reais no setor cervejeiro,
correspondendo a 2% do PIB brasileiro e com uma producéo de 13,3 bilhdes de litros

por ano [2,3].

A cerveja € formada basicamente por gréos de cereais dando origem ao malte
que é obtido através da germinacdo desses cereais proporcionando aroma, cor e
sabor. Além disso, é adicionado o ldpulo durante a formacdo do mosto para

proporcionar o amargor a bebida [4].

Para obtencdo da cerveja, é possivel acrescentar adjuntos cervejeiros
triturados, que sdo os carboidratos ndo maltados, advindos do milho e arroz, por
serem de menor custo, além de proporcionar uma caracteristica mais especifica ao
substituir e/ou complementar cereais como a cevada que sdo fontes de acglcares e
sofrem fermentacdo alcodlica [5]. Esse processo de fermentagcdo 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 superficie 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 fermentacgé&o, 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 producgéo, os sabores e aromas das lagers

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

Por outro lado, para aumentar a producdo desses cereais é realizada a
aplicacao de pesticidas em diferentes etapas da producéo para o controle de pragas,

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

processo de producéo, podendo ocasionar a contaminacéo da cerveja [9].

Desta forma, € importante dispor de métodos eficientes para a determinacao
de residuos de pesticidas em cerveja para garantir a qualidade do produto no tocante
a presenca destes contaminantes, que podem causar danos a saude dos

consumidores.

Varios métodos de preparo da amostra foram desenvolvidos e sédo utilizados
como forma de isolar o analito, e avaliar a presenca de pesticidas em diferentes
matrizes. Assim, desenvolver um método analitico adequado é essencial, levando em
conta o tipo de amostra e o objetivo definido, além da facilidade de manuseio, rapidez,

eficiéncia e seletividade que se deseja obter [10].

Dentre os métodos de extracdo disponiveis na literatura, a extracdo liquido-
liquido (LLE, liquid-liquid extraction) e extracdo em fase sdlida (SPE, solid phase
extraction) sdo ideais ao trabalhar com amostras liquidas sem precisar
necessariamente de um tratamento prévio complexo no preparo da amostra antes do
processo de extracdo. A SPE emprega adsorventes em cartuchos e o mecanismo de
retencdo é semelhante ao que ocorre na cromatografia liquida em coluna [11-15]. O
método QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, Safe) dentre suas
inUmeras vantagens € caracterizado também por utilizar uma menor quantidade de
solventes durante a etapa de extracdo dos analitos [16]. Além desses métodos, a
microextracdo em fase solida (Solid Phase Micro Extraction, SPME) também é
empregada devido a simplificacdo das etapas de extracdo e limpeza do extrato
[17,18].

Aléem do preparo da amostra como etapa inicial para extracdo dos analitos,
condi¢des cromatograficas foram desenvolvidas com o intuito de separar os analitos
presentes na amostra, e quando utilizadas juntamente com a espectrometria de
massas, permitem a identificacdo e quantificacdo dos analitos [19].
Consequentemente existe uma necessidade de realizar o estudo da presenca de
pesticidas em diversas matrizes e para isSso € necessario utilizar técnicas analiticas
capazes de identificar e quantificar esses compostos mesmo que presentes em baixas

concentragdes garantindo confiabilidade dos resultados obtidos.



11

Assim, a proposta desse trabalho foi desenvolver um meétodo analitico
utiizando as técnicas de extracdo em fase solida (SPE) e cromatografia
liguida/espectrometria de massas para determinacdo dos pesticidas abamectina,
acetamiprido, ametrina, atrazina, azoxistrobina, carbendazim, carbossulfano,
clorpirifés, deltametrina, diurom, esfenvalerato, epoxiconazol, flutriafol, haloxifope,
imidacloprido, lufenuron, malationa, propanil, terbufés, tiametoxam, tiofanato-metilico

e simazina em cerveja Lager do tipo Pilsen.

2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1.Producéo da cerveja

Os principais ingredientes que constituem a cerveja sdo o malte de cevada,
agua, lupulo e fermento (levedura). Parte do malte pode ser substituido 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 especifico [6]. A agua € o
ingrediente presente em maior quantidade representando cerca de 90% de
composicdo da cerveja. Logo, € de extrema importancia que a agua utilizada para
producdo seja isenta de turbidez, possua pH controlado de forma que seja possivel
regular a atividade enzimatica, responsavel pela quebra do amido, e possuir teor
adequado de sais minerais que permite a atuacao da levedura durante o processo de

fermentacao [7,20].

O processo de producdo da cerveja ocorre em quatro etapas: brassagem,
fermentacao, maturacao e filtragdo. A bassagem é a primeira fase em que as matérias-
primas sao misturadas a agua e dissolvidas, visando a obtencdo do mosto que ocorre
através da moagem do malte, demais ingredientes e adi¢cdo do lapulo. A segunda
etapa é a fermentacédo, no qual a levedura consome os carboidratos produzindo etanol
e dioxido de carbono. E nessa fase que define o tipo de cerveja que sera obtida. Em
seguida, ocorre a maturacao através do resfriamento da cerveja a 0 °C e a levedura
é separada por decantagéo como forma de aprimorar o sabor. Por fim, a cerveja passa

pelo processo de filtragdo para remover particulas em suspensdo, 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 n° 9.902 de 8 de julho de 2019 da Legislacdo
Brasileira [21]:
“a cerveja é considerada como uma bebida resultante da
fermentagéo, a partir da levedura cervejeira, do mosto de cevada
malteada ou de extrato de malte, submetido previamente a um
processo de cocgdo adicionado de lipulo ou extrato de Idpulo,

hipétese em que uma parte da cevada malteada ou do extrato de
malte podera ser substituida parcialmente por adjunto cervejeiro”.

Os adjuntos sao carboidratos ndo maltados que complementam ou
suplementam o malte da cevada [20]. A Instrugdo Normativa n° 54 do MAPA, descreve
adjuntos cervejeiros como [22]:

Matérias-primas que substituam parcialmente o malte ou o extrato
de malte na elaboracéo da cerveja. Seu emprego ndo podera; em
seu conjunto, ser superior a 45% em relagéo ao extrato primitivo.
Consideram-se adjuntos cervejeiros a cevada cervejeira e 0S

cereais, malteados ou ndo malteados, aptos para 0 consumo
humano [...].

Geralmente arroz e milho acabam sendo usados por serem mais baratos que
0 malte de cevada e por conferirem uma propriedade desejada para uma cerveja mais
leve [6]. O arroz € um dos adjuntos mais utilizados. De acordo com Sleiman et al.,
2010 [23], 4,3% das cervejas Pilsen comerciais brasileiras tinham esse cereal na
composicado. O arroz é preferido por alguns cervejeiros, pois apresenta um menor teor
de 6leo em comparacdo aos gritz de milho (grdos de milho moido em gréanulos
pequenos), além do malte apresentar todas as enzimas necessarias para obter um
mosto fermentavel [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 sao adequadas
para a producdo cervejeira, pois alguns fatores como limpeza, temperatura de
gelatinizagéo, viscosidade, umidade, Oleo e teor de proteinas influenciam na qualidade

desses gréos [25].

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

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

hidrolisar o amido presente no milho em acucares fermentesciveis [27].

A cevada, antes de ser utilizada na elaboracao de cerveja, também passa por
um processo de conversdo do amido presente no seu endosperma em acgucares
fermentesciveis, que sdo necessarios para a producédo da bebida. Esse processo é
chamado de malteacdo e ocorre através das etapas de maceragao, germinacao e
secagem. Os graos do cereal germinam em condi¢des ambientais controladas e a fim
de produzir enzimas, que serdo utilizadas na conversdo das matérias-primas em
mosto cervejeiro. O grao de cevada, um dos mais importantes ingredientes para a
producao de cerveja, € o quinto cereal de interesse econdmico em escala mundial, de
uso quase exclusivo da industria cervejeira [28], com uma quantidade anual estimada
em 140 milhdes de toneladas; perdendo em producéo para o arroz, o milho, o trigo e

a soja [29].

Além da presenca desses adjuntos, a cerveja € uma mistura complexa
constituida de uma variedade de sais inorganicos, proteinas e vitaminas, que
apresentam determinado valor nutricional, entretanto esses valores sao dependentes

de cada composicao. Esses dados podem ser observados na Tabela 1.



Tabela 1- Componentes encontrados na cerveja.

Nutriente

Necessidade diaria

Teor por litro de cerveja

Energia (cal)
Proteina (g)
Vitamina C (mg)

Tiamina (mQ)

Riboflavina (mg)
Niacina (mg)
Vitamina B6 (mg)
Folato (ug)
Vitamina B12 (ug)
Biotina (Mg)
Célcio (mg)
Fosforo (mg)
Magnésio (mg)
Potéssio (mg)
Sadio (mQ)
Ferro (mg)
Zinco (mg)
Selénio (ug)

2550
63
60
1,3

1,5

19

2,0

200

2

30 - 100

800

800

350
N&o informado
N&o informado

10

15

70

150 - 1100
3-5
<30

0,003 - 0,08

0,02-0,8
3-8
0,07-1,7
40 - 600
3-30
2-15
40 - 140
90 - 400
60 - 200
330 - 1100
40 - 230
0,1-0,5
0,01-1,48
04-7,2

Adaptado [30]

2.1.1. Tipos de Cerveja

A classificacéo das cervejas ocorre pelo teor de alcool e extrato, pelo malte ou

de acordo com o tipo de fermentacao. As cervejas de alta fermentagcéo apresentam

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

parte das cervejas € de baixa fermentacédo, conhecidas como Lager e 0s tipos mais

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

Munich. Mudancgas no processo de fabricacdo e emprego de outros ingredientes, além

dos basicos como a agua, lupulo, cevada e malte, acabam produzindo uma variedade

de tipos de cerveja [31].
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A Instrucdo Normativa n°® 65, de 10 de dezembro de 2019, classifica as cervejas
com base na proporcdo de matérias-primas e para ser denominada cerveja, deve
apresentar 55% de cevada malteada e no maximo 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 € o nome desse

cereal [32].
2.1.2. Lager

A Lager que é originaria da Europa Central no século XIV forma uma familia de
cervejas conhecidas como as mais leves, refrescantes e menos alcodlicas (teor
alcoolico entre 4 e 5%), além de ser a mais comum no Brasil e consumida no mundo.
E um tipo de cerveja caracterizada por apresentar cereais ndo maltados como o arroz
e milho na sua composi¢cdo como adjuntos do malte, e também é caracterizada por
ser de baixa temperatura (5 a 10 °C) e, principalmente, baixa fermentacéo, ja que as
leveduras permanecem na parte inferior do tanque durante o processo de fermentacéo
[7,31,33].

2.1.2.1. Pilsen

A cerveja Pilsen é originaria da cidade de Pilsen, na Boémia, Republica 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]. E considerada a
mais leve, devido a utilizacao de milho e arroz durante seu processo de fermentacao.
E um tipo de cerveja que apresenta coloracdo dourada clara e baixo teor alcodlico
(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
alimenticias, os cereais sdo fermentados através da adicdo de leveduras que

consomem os carboidratos e utilizados na producéo de bebidas alcodlicas [8].

Dentre os cereais que sao utilizados durante a fermentacdo para producédo de

bebidas alcodlicas como a cerveja, 0s cervejeiros costumam empregar arroz e o milho
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durante o processo de malteacdo de suas cervejas, dando um sabor mais

caracteristico a sua bebida.

O arroz € o cereal que representa a terceira cultura no mundo, ocupando cerca
de 164 milhdes de hectares da &rea agricola mundial e o Brasil apresenta 35% dessa
area [34]. Seus graos sdo compostos por cerca de 80% de amido, 10% de proteina,
9% de umidade e 1% de lipidio. A proteina € o segundo componente mais abundante
e representa um grande papel como importante nutriente do grdo, além de sua
composicado influenciar na qualidade do arroz [35]. Como as areas plantadas com
arroz irrigado sdo cultivadas intensivamente, devido dificuldade em utilizar essa area
para outras atividades, esse cereal como qualquer outra cultura agricola esta sujeito
a diversos fatores que influenciam no seu rendimento, e dentre eles, pode-se
mencionar o ataque de pragas gque causa efeitos adversos durante seu crescimento,

desenvolvimento e producéo [36].

O milho é o grdo mais amplamente produzido e consumido correspondendo a
produgéo 85 milhdes de toneladas na safra 2020/21 e esperando um aumento da
producdo mundial em 5,8% para 2021/22. A China € o segundo maior produtor e
consumidor de milho no planeta e Estados Unidos da América (EUA), Brasil e
Argentina sdo os trés maiores exportadores mundiais [37]. A grande producao é
decorrente desse cereal ser bastante empregado na indastria alimenticia, indastria de
racdo animal, quimica e farmacéutica, devido ao seu alto teor de amido [38]. A
composi¢do quimica dos gréos de milho € estimado em 72% de amido, 9% proteinas,
9% fibras, 6% de lipideos, 4% minerais. E considerado um alimento energético por ser
composto predominantemente por carboidratos e lipideos, além do amido de milho
ser empregado na producao de cerveja, industrias quimicas, industria téxtil e refinacao

de petroleo [39].

7

Dentre os cereais maltados tem-se a cevada, que € o quarto cereal mais
plantado no mundo, e o terceiro da América Latina. O principal destino desse cereal
no Brasil é para a producdo do malte, no qual todo o gréo é aproveitado nesse
processo. Pois apds a etapa de malteacdo a casca permanece no grao do malte e
serve como um filtro durante a produgéo do mosto [40]. Apesar da grande producéo
no sul do pais, o Brasil ainda é um grande importador deste grdo para suprir a

demanda da industria cervejeira [41]. A composi¢cao da cevada varia entre a integral
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e descascada, sendo que a integral apresenta elevada composicdo de amido e
proteinas, além da presenca em menores concentracdes de fibras, lipideos e
minerais, enquanto que a descascada apresenta redugcdo na concentracdo da
proteina [42]. O fato de a cevada apresentar um alto teor de amido e armazenamento

de proteinas faz com que acabe atraindo insetos para seus graos [11].

Para reduzir a presenca de pragas e ervas daninhas nessas culturas, além de
aumentar a produgcdo sado adicionados pesticidas com diversas finalidades que
quando presentes acima do limite maximo de residuos permitido (LMR) podem

contaminar esses cereais [43,44].

2.3. Pesticidas

Com base no projeto lei 6299/02 houve uma reduc¢ao no prazo para o registro
dos pesticidas, além de oficializar a substituicdo da nomenclatura agrotoxico para
pesticidas e quando usados em florestas ou ambientes hidricos 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 s&o definidos como [44]:

“Produtos e agentes de processos fisicos, quimicos ou biolégicos,
destinados ao uso nos setores de produ¢do, no armazenamento e
beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na protecéo
de florestas, nativas ou plantadas, e de outros ecossistemas e de
ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja
alterar a composicao da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da
acdo danosa de seres vivos considerados nocivos, bem como as

substancias e produtos empregados desfolhantes, dessecantes,
estimuladores e inibidores de crescimento”.

Os pesticidas sdo agentes de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos que
sao usados em diversos ecossistemas, de modo que seja capaz de alterar a flora ou
fauna com o intuito de preserva-la de seres nocivos que venha a danifica-los [44,45].
Uso indiscriminado de pesticidas, tem despertado grande preocupacdo com a saude
e seguranca dos consumidores [45,46].

Com base na categorizacao de pesticidas emitidos pela ANVISA [47], esses
compostos séo classificados em diversas classes quimicas, e apresentam acdes de
inseticidas, fungicidas e herbicidas, a depender da finalidade de cada substancia.
Dentre os grupos quimicos que distinguem, os pesticidas organofosforados e

carbamatos apresentam maior suscetibilidade a degradacdo quando comparados aos



18

organoclorados. Porém, muitos apresentam maior toxicidade aguda para varios seres
vivos [46]. Inseticidas e herbicidas sdo utilizados em diferentes combinacdes em
varios estagios do cultivo de cereais, além da possibilidade de serem utilizados
durante o processo de armazenamento pds-colheita [11].

Os pesticidas desempenham funcdes de melhoria na eficiéncia agricola, ja que
sao utilizados com o propoésito de controlar pragas e, com isso, € utilizada uma variada
guantidade desses compostos nas lavouras. Mas com a finalidade de garantir uma
maior seguranca, sdo adotados regulamentos mais rigidos, quanto ao emprego e
destino dos pesticidas. E alguns paises como o Japédo, na garantia de seguranca da
matéria-prima e das cervejas, as cervejarias sdo monitoradas através de analises para

verificar possivel contaminacao por pesticidas na cerveja [48].

Os produtores de cevada e lapulo protegem suas safras de pragas usando
pesticidas para obter maior rendimento e qualidade. Os herbicidas também sé&o
usados para tratar o solo e controlar o crescimento de ervas daninhas. Quando nao
sdo obedecidos os métodos de aplicacdo, os residuos podem passar para o mosto e,
posteriormente, para a cerveja. Estudos de Miyake et al., 2002 [49], sugeriram que 0S
cervejeiros deveriam prestar atencéo aos residuos de pesticidas hidrofilicos no malte,
ja que a maioria dos pesticidas séo hidrofilicos, com valores baixos de Kow<4(Kow-
coeficiente de particdo entre n-octanol e agua) e que podem permanecer no malte

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

Uso de herbicidas triazinicos formam um amplo grupo de substancias utilizadas
para o controle de ervas daninhas, e sua determinacdo em alimentos e bebidas é
importante para garantir um maior controle da presenca desses compostos [50]. Nao
existe legislacdo especifica para residuos dos pesticidas na cerveja, mas € preciso
ressaltar a importancia de monitorar e avaliar a presenca de diferentes grupos
guimicos desses contaminantes, que quando presentes nas culturas dos cereais
como arroz, milho e cevada, podem contaminar a bebida e podem prejudicar a satude

do consumidor [47].

Ainda com base na Instrucdo Normativa N° 65, de 10 de dezembro de 2019,
proibe a presengca na cerveja de “residuo de agrotoxico ndo autorizado ou em

concentracdo superior ao autorizado para o vegetal empregado como matéria-prima
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na producdo da bebida, calculado em funcdo da proporcdo de fruta ou vegetal
utilizado” [32]. Mas durante as etapas de processamento da cerveja como maltagem,
mosturagao e fervedura, os pesticidas oriundos dos cereais podem passar para 0
mosto e a depender do processo utilizado acabam permanecendo até a obtencéo da

cerveja [51].

No entanto, existem poucos estudos sobre a contaminacéo por pesticidas em
amostras de cerveja, tanto no Brasil, quanto nas demais partes do mundo. O que
ressalta a importancia de realizar estudos capazes de monitorar possiveis

contaminacgdes nessa matriz.
2.4. Método de preparo da amostra

O processo de preparacdo da amostra é considerado a fase mais critica de um
método analitico, devido a diversidade de substancias que poderao ser extraidas [52].
E isso pode acabar gerando ineficiéncia no processo de extragdo e dificultando a
obtencado de dados confiaveis.

Um procedimento que emprega poucos passos durante a etapa de preparo da
amostra acaba reduzindo as perdas de analitos e fontes de contaminacao, o que ira
diminuir possiveis erros e reduzir custos durante o procedimento [53]. E necessario
um processo de preparo da amostra que favoreca a extracdo dos analitos, como a

remocao de possiveis interferentes da prépria matriz [54,55].

Algumas técnicas como extracao liquido-liquido (LLE), extracdo em fase sélida
(SPE), microextracdo em fase soélida (SPME), microextragdo em fase solida por
headspace (HS-SPME) séo utilizadas para pré-concentrar os analitos, de forma a
garantir melhor eficiéncia no processo de extracdo. O uso de procedimentos
adequados, é capaz de limitar interferéncias causadas por outros compostos oriundos
da matriz, que podem interferir de forma significativa na avaliacdo dos resultados [11-
13].

2.4.1. Extracdo em fase solida

A extracdo em fase solida (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 sdo o menor consumo de solvente
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organico, a nado formacao de emulsdes, facilidade de automacéo, altas porcentagens
de recuperacao do analito, poucos residuos téxicos 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 aplicacao
desejada [56].

Nesse método, os analitos presentes em uma matriz liquida sdo adsorvidos,
juntamente com o0s compostos interferentes, apds passarem por um cartucho
contendo adsorvente. Um solvente organico é utilizado para remover os interferentes

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

Os adsorventes ou fase sélida que sdo empregados na SPE sao similares
aguelas utilizadas em cromatografia liquida em coluna e, consequentemente, os
mecanismos de separacdo também sdo similares. Logo, 0s principais mecanismos
sao: adsorgéao, particdo (fase normal e reversa), troca ibnica e exclusédo por tamanho,
gue estdo associados aos processos quimicos e fisicos que ocorrem durante a etapa
de separacdo. Dentre as principais interacdes quimicas existentes sdo caracterizadas
pela ocorréncia das ligacbes de hidrogénio, interacdes dipolo-dipolo, dipolo-dipolo
induzido, dipolo induzido-dipolo induzido e interagdes idnicas [56,59].

A SPE é uma técnica de separacéo liquido-soélido usada para extrair analitos
nao volateis de amostras liquidas, mas também pode ser usada em amostras sélidas
desde que sejam pré-extraidas com solventes [58]. Pode ser usada para extracéo e/ou
concentracdo do analito, isolamento da matriz e estocagem da amostra. Em que no
primeiro caso, os analitos ficam retidos para posterior eluicdo, e no segundo caso, 0s
interferentes da matriz ficam retidos, tendo o clean-up da amostra e nédo a
concentragéo do analito [56].

Esse procedimento de extragcdo ocorre em quatro etapas, conforme é
apresentado na Figura 1: 1) condicionamento do adsorvente; 2) introducéo da
amostra, ocorrendo a retengcédo do analito e de alguns interferentes; 3) limpeza da
coluna para retirar os interferentes menos retidos que o analito; 4) eluicdo do analito
[18,59].
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Figura 1- Etapas do procedimento de Extracdo em Fase Sélida.

.
e

Condicionamento

Adigao de amostra Lavagem
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@ Contaminante @ Analito

Fonte: Autoria propria. Adaptado [59].

2.4.2. Aplicacdo da SPE para determinacao de pesticidas em cerveja

HACK et al., 1997 [60] empregaram a extracao em fase solida (SPE) utilizando
um cartucho contendo terra diatomacea, 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 producdo da cerveja. Os resultados
mostraram persisténcia desses compostos durante todas etapas avaliadas,

ressaltando a importancia de investigar a presenca desses pesticidas na cerveja.

JONES et al., 1988 [61] utilizaram a SPE com HPLC — DAD para desenvolver
um metodo capaz de identificar a presenca do 1-naftol que € um produto da hidrélise
do carbaril, inseticida empregado na cultura de cevada. Os resultados mostraram a
persisténcia desse metabdlito 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 extracdo para a determinacao de seis pesticidas (clorfenapir,
guinoxifena, tebuconazol, fenarimol, piridabem e dimetomorfe) no mosto e na cerveja.

A amostra foi inicialmente diluida e os resultados mostraram que o método
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desenvolvido foi eficiente para determinacdo dos pesticidas acima citados e dentre
eles, apenas o dimetomorfo foi encontrado na cerveja, mas abaixo do limite de

quantificacao.

NAGATOMI et al., 2013 [15] desenvolveram um método utilizando LC-MS/MS
para a andlise de glifosato, glufosinato e trés produtos metabdlitos (acido
aminometilfosfénico, acido 3-metilfosfonico propidnico e N-acetilglufosinato) em
cerveja, chi de cevada e seus ingredientes (malte e milho). Tal método desenvolvido
foi aplicado em 15 amostras de cerveja e em 4 delas apresentaram residuos do

glifosato.

2.4.3. Adsorventes comerciais utilizados na SPE

A silica ((SiO2)nOH) (A) e o silicato de magnésio (conhecido como (Florisil®
MgAI(SiO4)n) (B) apresentam caracteristicas polares. A retencdo dos analitos ocorre
pela adsorcao e sdo adequados para extracao de analitos polares, volateis e de baixa
massa molar. Além disso, séo silicatos com estruturas porosas e 0s grupos hidroxila
em sua estrutura podem interagir com os analitos através de uma forte ligacdo de
hidrogénio [63].

(A) (B)

_;{ WJ

HO— MO’\) HO
R ,O\JO“ on "3 o, 2+ -
;\i’\o:}\ _{:‘}\ Mg O=Si

@)
/
i \o_:r\“‘ Vo MO \O_

O C18 é um adsorvente que apresenta caracteristica apolar e a retencdo dos
analitos ocorre por particdo fornecendo uma alta capacidade para extracéo de analitos

s

apolares e de baixa polaridade. Esse adsorvente € caracterizado pelo fato das
interacOes de Van der Waals atuarem entre as moléculas do analito e do préprio C18

[63].

wa



23

A amina primaria e secundaria (PSA) € um adsorvente trocador aniénico fraco
qgue interage fortemente com compostos acidos, caracterizado pela capacidade de
remover mais coextrativos da matriz, devido a presenca da amina primaria e
secundéria [16]. Coextrativos na matriz estdo sujeitos a competir com os pesticidas

durante a etapa de adsorcéo interferindo na recuperacao dos analitos [64].
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De acordo com Langas, 2004, a alumina neutra € um adsorvente anfétero
sendo capaz de interagir tanto com compostos acidos quanto compostos basicos,
trabalhando dessa forma com pesticidas de diferentes classes quimicas e
colaborando para um processo adequado de extracdo de residuos de pesticidas em

variadas matrizes [59].
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2.4.4. Adsorventes alternativos utilizados na SPE

Nos ultimos anos o uso de adsorventes alternativos vem sendo desenvolvido
devido aos custos elevados apresentados pelos adsorventes comerciais. Polimeros
de coordenacédo, nanotubos de carbono e biocarvao sdo utilizados com frequéncia
nos métodos de preparo de amostra e extragcdo de contaminantes em diferentes
matrizes [65].

O biocarvéo (BC) € um material atrativo para ser utilizado na SPE por ser obtido
de diferentes biomassas e por apresentar elevada area superficial, além de ser rico
em carbono e grupos funcionais ja que € produzido com presenca parcial ou auséncia
de oxigénio e isso favorece o processo de adsorcdo. Além disso, durante a sua
producdo o aumento da temperatura de pirélise pode aumentar a porosidade do
biocarvéo facilitando a adsor¢éo de produtos quimicos como pesticidas [66,67]. Esse

material também apresenta a capacidade de sofrer interacbes de Van der Waals,
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ligacdo de hidrogénio, dipolo-dipolo, dentre outras interacbes que favorecem o
processo de adsorcao para diversos contaminantes [68].

Consequentemente, a capacidade de adsorcédo do biocarvao depende das
interacoes eletrostaticas entre a superficie do BC e a entidade quimica dos pesticidas,
nos quais o comportamento isotérmico de adsorcdo de cada pesticida, estrutura e
polaridade s&o parametros diretamente relacionados ao desempenho desse
adsorvente [69].

Srikhaw et al., 2022 [69], acima citado, desenvolveram um trabalho no qual
utilizaram biocarvao derivado de cavacos de madeira de eucalipto para remocao dos
pesticidas imidacloprido, acetamiprido e metomil da agua. As capacidades de
adsorcao foram 14,75, 4,87 e 32,42 mg g1, respectivamente e as interacdes de maior
ocorréncia entre a superficie do BC e os pesticidas foram as ligacdes de hidrogénio e
interagcdes 11- 11, NOs quais indicaram uma melhor capacidade de adsor¢éo para o BC
dessa biomassa e para esses pesticidas avaliados.

Para o desenvolvimento desse trabalho foram avaliados o biocarvéo de aguapé
produzido pelos integrantes do Laboratério de Petroleo e Energia da Biomassa (PEB)
da Universidade Federal de Sergipe (UFS) sobre coordenacdo do Prof. Dr. Alberto
Wisniewski Junior e o biocarvdo de sabugo de milho e da semente de uva produzido
pelos integrantes do Laboratdrio de Analises Cromatogréficas (LAC) também da UFS

sobre coordenacgéo da Professora Dra. Lisiane dos Santos Freitas.

2.5. Cromatografia Liquida/Espectrometria de Massas

Escolher uma técnica adequada para andlise de pesticidas é importante, ja que
se esta trabalhando com compostos de propriedades fisicas e quimicas bastante
diversas. O ideal é optar por técnicas que possam gerar maior seletividade durante a
analise e ao mesmo tempo que seja capaz de analisar um variado numero de

compostos em um curto periodo de tempo.

Utilizar técnicas cromatograficas juntamente com a espectrometria de massas
(MS) permite a obtengéo de resultados seletivos, satisfatorios e com exatidao ja que
a cromatografia liquida (LC) e/ou cromatografia gasosa (GC) é capaz de garantir a
separacdo dos analitos em um determinado tempo de analise, enquanto que a
espectrometria de massas permite a identificagdo dos compostos pela relacdo

massa/carga (m/z). O conjunto dessas duas técnicas através da selecdo dos
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parametros adequados € capaz de apresentar resultados satisfatérios com o tipo de

analise que deseja obter.

A cromatografia gasosa e a cromatografia liquida tém sido técnicas bastante
selecionadas para andlise de residuos de pesticidas em bebidas alcodlicas [70,71]. O
uso de LC com a espectrometria de massa (LC-MS) aumentou a sensibilidade e

rapidamente se tornou aceita na analise de residuos de pesticidas.

A técnica LC-MS é muito atraente para a analise de pesticidas, devido aos
recursos como separagcao altamente eficiente e, principalmente, identificacdo e
guantificacdo de analitos de diferentes polaridades, permitindo detectar uma ampla
guantidade de pesticidas ja que é possivel empregar a LC para determinar residuos

em matrizes complexas [72,73].

A selecdo da fonte de ionizacdo adequada para a andlise de pesticidas
depende dos tipos de analitos investigados [74]. O principal modo de ionizagéo
utilizado na andlise de pesticidas por LC-MS é baseado em processo de ionizagéo a
pressdo atmosférica (API), que inclui a ionizagao por electrospray (ESI) e a ionizacao
quimica a pressdao atmosférica (APCI), que se complementam em relacdo a
polaridade, massa molar dos analitos e condi¢cdes cromatograficas [75,76]. A maior
eficiéncia da ESI depende da composicao do eluente na qual podera melhorar o sinal
analitico e apresentar um melhor desempenho, por exemplo, na analise de herbicidas
catiobnicos e anibnicos [74]. A APCI é muito sensivel para a classe de pesticidas
neutros e basicos como, por exemplo, triazinas, carbamatos e fenilureias. Mas a APCI
€ uma fonte mais energética que a ESI ja que o efluente é nebulizado por um fluxo de
nitrogénio e evaporado em temperatura elevada devido a descarga corona [74,76].

A ESI é uma técnica de ionizagdo suave em que o spray € formado carregando
eletricamente o liqguido com uma tenséo alta. O liquido carregado na ponta do capilar
torna-se instavel a medida que é forgcado a reter mais carga até atingir um ponto critico
no qual ndo pode mais reter carga elétrica e as goticulas explodem por repulséo
coulombiana em moléculas carregadas. O capilar € mantido em alta tensdo na
pressdo atmosférica para gerar o spray e em contrapartida, o funcionamento da ESI
pode ser afetado por grandes gotas com alta tensdo superficial, baixa volatilidade,

forte solvatacao ibnica e alta condutividade [74,75].
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Na APCI, um spray é gerado pelo aguecimento de um aerossol e os ions séao
formados por uma descarga corona, gerando um plasma que ioniza as espécies e
essa fonte é mais adequada para pesticidas ndo i6nicos de massa molecular
moderada. Os ions provenientes dessa fonte correspondem a moléculas protonadas
[M + H]* e moléculas desprotonadas [M — H]. Além disso, a interface APCI pode

produzir degradacéo térmica de compostos termolabeis [74,76].

2.6. Validacdo do método

Um método analitico deve ser validado para que apresente resultados
confiaveis e, posteriormente, possa ser aplicado em amostras reais. Para que tal
método seja considerado como adequado deve apresentar resultados satisfatérios
para diferentes parametros. Dentre esses parametros podem ser mencionados a
linearidade, seletividade, limite de deteccédo (LOD), limite de quantificacdo (LOQ) e
robustez dentro do que é permitido para analise de pesticidas, exatiddo (em termos

de recuperacgéao) e precisédo (em termos de repetibilidade) [77].

Embora o limite de deteccdo (LOD) possa determinar a concentragdo mais
baixa a ser detectada através do método proposto com distin¢cdo entre ruido e sinal
utilizando a matriz com adi¢do de concentracdes 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 paradmetro acaba sendo dito como
vélido ao apresentar resultados com baixo LOD, nédo levando em conta que o analito
pode estar presente em uma concentracdo baixa de modo que ndo seja possivel
detectar [78].

O limite de quantificagdo (LOQ) é definido como a menor concentragdo do
analito que pode ser quantificada na amostra, com exatid&o e precisao aceitaveis, sob
as condi¢Bes experimentais adotadas [79,81,83]. A determinacdo do LOQ também
esta relacionada a precisao, veracidade ou recuperagdo do método em variados niveis
de concentracdo, apresentando uma menor incerteza relativa tornando mais confiavel
que o LOD [78]. E os mesmos critérios empregados no LOD como método visual com
a distingdo entre relacdo sinal-ruido e inclinagdo da curva analitica em niveis mais

préximos, pode ser aplicado [81].
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A linearidade de um método esta relacionada a capacidade de obter respostas
analiticas diretamente proporcionais a concentracdo de um analito em uma amostra
[67,69]. Enquanto que a seletividade esté relacionada a capacidade de um método
em medir a quantidade de analito que se afirma ser medido, ou seja, identificar ou
guantificar o analito, além de ser capaz de garantir a presenca de forma insignificante

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

A precisao deve avaliar a proximidade entre os resultados obtidos por meio de
ensaios com amostras preparadas conforme descrito no método analitico a ser
validado e deve ser expressa por meio da repetibilidade, da precisédo intermediaria ou
da reprodutibilidade. A exatiddo de um método analitico deve ser obtida por meio do
grau de concordancia entre os resultados individuais do método em estudo em relacéo

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

A robustez busca enfatizar que o método analitico ndo apresente alteracdes
em presenca de variacdes, como em relacdo a constituicdo da fase movel, alteracao
de temperatura da coluna e tempo de uso, dentre outras alteracdes, ou seja, mede a
sensibilidade que o método apresenta diante de pequenas variacdes [78,79,81].

2.7. Revisao da Literatura

Estudos voltados para a determinacdo de pesticidas em cerveja despertou
interesse pela comunidade cientifica visto que as matérias-primas utilizadas na sua
elaboracdo séo tratadas com esses compostos de forma a aumentar a producéo e
reduzir perdas devido ao ataque de pragas [11,23,33,35]. Diante disso, esses residuos
gue apresentam elevada toxicidade podem nédo ser eliminados durante a etapa de
fermentacado, permanecendo no mosto e continuando até o produto final [9]. Revisbes
tém contemplado esses estudos de forma a desenvolver métodos capazes de
identificar a presenca desses residuos na cerveja e, para obtencdo de um
embasamento cientifico capaz de auxiliar no desenvolvimento desse trabalho, foram
realizadas buscas na literatura por estudos que utilizaram diferentes técnicas de
extracdo e analise instrumental e que foram adequadas para determinacdo de
residuos de pesticidas nessa matriz.

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

liquido-liquido (LLE) com cromatografia gasosa e detector por captura de elétrons
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para a andlise dos fungicidas miclobutanil, propiconazol e nuarimol no mosto da
cerveja e no seu produto final, em que o limite de deteccdo (LOD) do método foi 2, 2,5
e 0,25 pg e o limite de quantificacdo (LOQ) de 2, 2,5 e 0,25 ng/g com recuperacoes
entre 92,3 — 103,2% e foi possivel observar uma diminuicdo na concentracdo dos
residuos na cerveja. Enquanto que estudos de OMOTE et al., 2006 [84] empregaram
LLE para andlise simultanea de 277 pesticidas em malte e cerveja através do LC-
MS/MS, no qual foi constatado a presenca de 12 pesticidas, dentre eles azoxistrobina,
clorpirifés e malationa dentro do limite maximo que é estabelecido para a cultura de

cevada.

VELA et al., 2007 [85] desenvolveram um método utilizando sonicagdo com
solvente e cromatografia gasosa para determinacdo de 9 pesticidas de variados
grupos quimicos (dinitroanilinas, organofosforados, triazdis e pirimidinas) tendo,
dentre eles, a malationa. Os resultados mostraram dentre os pesticidas avaliados a
presenca do fenarimol na cerveja, enquanto que os demais pesticidas apresentaram

préximos ao limite de deteccéao.

BOLANOS et al., 2008 [10] desenvolveram um método alternativo para analise
de 50 pesticidas em amostras de vinho e cerveja, utilizando a microextracao em fase
liquida de fibra oca (HF-LPME) juntamente com UHPLC-MS/MS. Os resultados
mostraram auséncia dos pesticidas avaliados na cerveja e presenca 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
utiizando d-SPE com PSA e C18, seguida de andlises por cromatografia
liguida/espectrometria de massas com ionizacdo por electrospray (LC-ESI-MS/MS)
para andlise de 324 pesticidas durante a producdo da cerveja (dentre eles o
acetamiprido, atrazina, azoxistrobina, clorpirifés, deltametrina, diurom, epoxiconazol,
flutriafol, simazina) e os resultados indicaram uma reducao de alguns desses residuos
apos a etapa de fermentacdo sendo que o tiametoxam, imidacloprido, dentre outros

permaneceram na cerveja.

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

determinacdo de triadimefon, malationa, diclorvos e seus metabdlitos (triadimenol e
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malaoxon) em produtos de cevada e durante o processo de producdo da cerveja. A
técnica analitica empregada foi LC-ESI-MS e LC-ESI-MS/MS no modo positivo e 0 LQ
foi 1 pg/kg?, enquanto que o LD foi 0,3 pg/kg™ nos quais os resultados mostraram que
apos a etapa de processamento os residuos permaneceram até o produto final, mas
em niveis menores de concentracdo. Enquanto que estudos de ZHOU et al., 2016 [88]
precisaram utilizar uma etapa adicional de limpeza ao método com C18 e PSA (aminas
primérias e secundérias) para extracdo de carbendazim e o0s resultados obtidos
constataram a presenca dos residuos desse pesticida na cerveja. O limite de

quantificagcdo para o método desenvolvido foi 0,01 pg/kg™.

WUETHRICH et al., 2016 [89] utilizaram como método de preparo da amostra
para extracdo dos analitos a concentragcédo e separacao por eletroforese simultanea
(SEC/ simultaneous electrophoresis separation) como um campo elétrico conduzido
(CE), onde o concentrado é diretamente transferido para andlise sem precisar de
etapas como secagem e reconstituicdo, seguida por LC-MS/MS para verificar a
presenca de herbicidas anionicos (glufosinato, glifosato e AMPA) e herbicidas
catibnicos de amonio quaternario (paraquat e diquat) em amostras de cerveja.

BEDASSA et al., 2017 [90] desenvolveram um método de extracao liquido-
liquido assistida por salting-out (SALLE) juntamente com a cromatografia liquida (LC—
UV/Vis) para verificar a presenca de atrazina, ametrina, terbutrina, carbaril e
clorotalonil em cerveja e vinho. O limite de deteccéo foi 1,3 — 3,9 ug L e o limite de
quantificacdo 4,5 — 12,8 ug L, 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 zirconio para simular 58 pesticidas
no lupulo que poderiam ser transferidos para cerveja. Os resultados demonstraram
que 33 dos 58 pesticidas foram transferidos em um menor nivel de concentragéo e
dentre os pesticidas avaliados a azoxistrobina, imidacloprido e tiametoxam foram
transferidos em maiores taxas do lapulo 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 extracdo utilizando uma
otimizacdo do processo de limpeza da d-SPE com sulfato de sodio, C18 e silicato de

magneésio com GC-MS/MS para avaliar a presenca dos residuos de acetamiprido,



30

terburfés, alacloro, ametrina, atrazina, azoxistrobina, carbofurano, carbossulfano,
cipermetrina, deltametrina, difenoconazol, esfenvalerato, flutriafol, tiametoxam e
parationa metilica oriundos do malte em nove marcas de cervejas Pilsen brasileiras e

nado foram encontrados residuos desses pesticidas nas amostras analisadas.

LOPEZ et al., 2020 [93] empregaram um procedimento simples e rapido para a
analise de 14 pesticidas altamente polares, nos quais também foram avaliados o
glifosato, glufosinato, etefon e fosetil em leite, cerveja e vinho. Nao foi necessario
empregar nenhum procedimento de limpeza, apenas uma diluig&o inicial da amostra
com acetonitrila, agitacdo e uma etapa de centrifugacdo. Em seguida, uma aliquota
foi analisada no LC-MS/MS.

PIRES et al., 2021[94] otimizaram a abordagem D&S (Dilute and shoot) para
extracdo de 32 pesticidas, dentre eles azoxistrobina, deltametrina, clorpirifés,
imidacloprido, lufenuron e 7 micotoxinas em malte e cerveja, seguido por LC-MS/MS
Apos validacdo, o método foi aplicado em 40 amostras reais sendo que 36
apresentaram algum tipo de contaminacédo, tendo a presenca dos residuos com
concentracbes elevadas nas amostras de malte e alguns dos pesticidas como

azoxistrobina proximo ao limite de quantificacao foi identificado nas cervejas.

Dentre os trabalhos avaliados, Jones et al., 1988 [61] utilizaram a SPE e a
cromatografia liquida com detector UV para determinacdo 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 ndo foi encontrado trabalho
utilizando a SPE com o biocarvdo como adsorvente alternativo para determinacéo de
pesticidas de diferentes grupos quimicos para essa matriz. A Tabela 2 apresenta
dados adicionais para melhor compreensdo dos meétodos analiticos que estédo

descritos na literatura para determinacéo de pesticidas em cerveja.
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Referéncia Matriz Analitos Técnica Adsorvente  Quantidade Solvente Solvente Técnica
de de de de Instrumental
Extracao matriz Condicionamento Eluicao
HACK et al., Cerveja 6 SPE Terra 5mL CHsOH; H20 Acetato HPLC-DAD
1997 [60] pesticidas diatomacea de etila/ GC-MS
2-propanol
(80/20)
JONES etal., Cerveja 1 SPE cicloexil 50 mL CH3OH; H20 CHsOH HPLC-DAD
1988 [61] pesticida
malte
HENGEL Cerveja, 7 SPE 0,5gde 100 mL Acetato de etila; Acetato GC-MS
et al., mosto pesticidas HLB CHsOH de
2002 [62] etila: hexano
NAGATOMI Cerveja 2 herbicidas, SPE troca 1mL CHsOH; H20 Acido LC-MS/MS
ot al 3 metabolitos anidnica cloridrico/
N CHsOH
2013 [15]
NAVARRO Mosto 3 fungicidas LLE- - 20 mL - Iso-octano; GC-MS
et al., cerveja Ultrassom tolueno
2005 [9]
OMOTE Malte, 277 LLE - 10g - C4HsO2 LC-MS/MS
et al.. 2006 cerveja pesticidas
[84]
VELA et al., Cerveja, 9 Sonicagao - 20mL,5¢g - CsHa14/ GC-ECD
malte pesticidas no ultrassom CH2Cl2

2007 [85]
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Referéncia Matriz Analitos Técnica  Adsorvente Quantidade Solvente Solvente Técnica
de De de de Instrumental
Extracao matriz Condicionamento  Eluicao

BOLANOS et Vinhoe 50 pesticidas HF-LPME - 15 mL 1- octanol CHsOH UHPLC-

al., 2008 [10] cerveja MS/MS

INOUE etal.,, Cerveja, 324 QUEChERS PSAeC18 10 mL - - LC-MS
2002 [34] malte pesticidas

KONG etal., Cerveja, 2 triazdis QUEChERS 0,05gde 10 mL - - LC-MS
2016 [86] cevada PSA 5q

2

KONG etal, Cerveja, grgag°f95f9fa QUEChERS 0,05gde PSA  10mL . i LC-MS
2016 [87]  cevada 00S: 2 1razols 5

ZHOU et al., Cevada, 1 pesticida QUEChERS C18e PSA - - - LC-MS/MS

2016 [88] Cerveja
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Referéncia Matriz Analitos Técnica Adsorvente Quantidade Solvente Solvente Técnica
de de de de Instrumental
Extracao matriz Condicionamento Eluicao
WUETHRICH  Cerveja 5 herbicidas SEC - 20 mL - - LC-MS/MS
et al., 2016
[89]
BEDASSA et Vinho, 5 pesticidas SALLE C18 2,5mL CH3CN; H20 CHsCN HPLC-DAD
al.,, 2017 [90] cerveja
DUSEK et al., Lapulo 58 pesticidas QUEChERS - 1lg - - LC-HR-
2018 [91] Cerveja 10 mL MS/MS
SILVA et al., Cerveja 15 pesticidas QUEChERS  Florisil/ PSA 10 mL - - GC-MS/MS
2019 [92]
LOPES et al., Leite, 14 pesticidas - - 29 - CHsCN:H20 LC-MS/MS
2020 [93] cerveja e (6:4)
vinho
PIRES et al., Malte, 32 pesticidas D&S - 59 - - LC-MS/MS
2021 [94] cerveja e 7 2,5mL
graos micotoxinas

SPE= extragcdo em fase sdlida; HF-LPME= Microextracdo em fase liquida de fibra oca; LC-HRMS= cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas de alta resolucéo; GC-
MS/MS= cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas em tandem; GC-ECD= Cromatografia gasosa com captura de elétrons; LC-MS/MS: cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas em tandem; UPLC= cromatografia liquida de ultra eficiéncia; PSA= amina primaria e secundaria; CHzOH= metanol; CHzCN= acetonitrila; H20=
agua; CH2Clz2=diclorometano; HCOOH= acido férmico; C4HsO2= acetato de etila; SEC= Separacgéo eletroforética simultanea; SALLE= Extracéo liquido-liquido assistida por salting-out;
D&S= Dilute and shoot .
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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 extracdo para avaliacdo da
presenca de pesticidas em cerveja. A fonte de ionizagdo mais empregada é a ESI devido
capacidade de trabalhar com compostos de média a alta massa molecular e permitir melhor
a ionizacdo dos analitos [10,34,86,87,88,93,95]. O LC-MS/MS também foi utilizado na
maioria dos trabalhos devido a capacidade de obter mais informacdes e tornar a
confirmacédo da identidade da substancia de forma mais segura, ja que se esta trabalhando
com matrizes complexas [7,84,85,88,91,93,95].

O sistema LC-MS é uma técnica bastante presente ja que permite andlise de uma
grande quantidade de substancias com diversas caracteristicas de polaridade e massa
molecular [34,86,87]. Portanto, essa técnica foi selecionada como método instrumental de

analise para desenvolvimento do método analitico proposto nesse trabalho.
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3. OBJETIVO

3.1. Objetivo Geral

Desenvolver um método utilizando o biocarvdo como adsorvente alternativo para
determinacao de residuos de pesticidas pertencentes a doze grupos quimicos em cerveja

do tipo Pilsen.

3.2. Objetivos especificos

e Selecionar os pesticidas que sdo comumente utilizados nas culturas de arroz,
milho e cevada,;

e Obter as condi¢cbes instrumentais de andlise para determinacdo dos
pesticidas selecionados por cromatografia liquida/espectrometria de massas;

e Desenvolver o método de extracdo por extracdo em fase solida;

e Propor adsorvente alternativo para extracao dos pesticidas;

e Validar o método analitico;

e Aplicar o método validado em amostras de cerveja do tipo Pilsen.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Materiais

Béquer, baldo volumétrico, proveta, vial, baldo de fundo redondo, seringa de vidro,
tubos de polipropileno, micropipetas de volumes variaveis, pipetas volumétricas, bastao de
vidro, espatula, pinca, cartuchos de fase C18 para SPE (Silicycle 500 mg/émL).

4.2. Reagentes

Acetato de Etila grau LC (Merck), Agua ultrapurificada Milli-Q (Millipore Corporation),
Formiato de amonio (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), Silica gel (70-230 Mesh; Silica Flash G60, Silicycle, Quebec, Canada), PSA (Sigma-
Aldrich; Supelclean).

4.3. Padrdes analiticos dos pesticidas

Foram obtidos padrdes 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), Clorpirifés (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), Terbufés (Fluka Analytical), Tiametoxam (Accustandard), Tiofanato-metilico

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

4.4. Equipamentos

Balanca analitica AL 204 (Metller Toledo, Ohio, EUA), Evaporador rotatério 802D
(Fisatom, S&o Paulo, Brasil), Sistema para SPE vacuo manifold (Varian, WalnutCreck, CA,
EUA), Agitador mecéanico (IKA), lavadora ultrassonica (Unique USC-1400), cromatografo

liquido Nexera UC (Shimadzu, Quioto, Jap&o) composto por: Médulo de comunicacdo CBM-
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20A, sistema bindrio de bombas LC-10ADXR, Bomba para CO: LC-30ADSF,
Desgaseificador DGU-205R, Auto injetor SIL-30AC, Controlador de Pressao SFC-30, Forno
de colunas CTO-20AC, Detector PDA SPD-M20A, Espectrébmetro de massas MS-2010,
Coluna Analitica C18 (150 x 2,1 mm x 2,5 um, Shim-Pack, Califérnia, EUA) com coluna de
guarda contendo a mesma fase estacionaria da coluna e software de gerenciamento

LabSolution.

4.5. Preparo de solucdes padrédo dos pesticidas

Foram medidas as massas dos padrfes soélidos a fim de se obter solu¢cdes individuais
dos pesticidas com uma concentracdo de 1000 yg mL* em 10 mL de metanol grau HPLC.
A partir destas solucdes foi obtida uma solugdo intermediaria conjunta da mistura dos
pesticidas com uma concentracédo de 10 ug mL* e, em seguida, diluida para 1 yg mL™*. As
solucbes foram armazenadas em frascos de vidro com tampa com rosca e mantidas sob

refrigeracéo.
4.6. Obtencédo das amostras

As amostras de cerveja foram adquiridas e armazenadas no Laboratério de Analise
de Compostos Organicos Poluentes (LCP), da Universidade Federal de Sergipe, sob

refrigeracéo a -2 °C.

4.7. Pré-tratamento da amostra

Uma quantidade de 40 mL da cerveja foi submetida a um processo de
desgaseificacdo com auxilio de ultrassom durante 6 minutos a fim de eliminar CO2 contido

na amostra.

4.8. Fortificacdo da amostra

A fortificacdo das amostras de cervejas comerciais foi efetuada em uma proveta
antes do processo de desgaseificagdo. Para o SPE, 40 mL de cerveja foram fortificadas
com 400 pL da solucéo dos pesticidas de concentracdo 10 yg mL%, obtendo um nivel de

fortificacdo 1 ug mL* apds concentragdo dos analitos. A extracdo foi realizada em triplicata.
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4.9. Procedimento de extragdo por SPE com adsorvente comercial

No sistema para SPE, com fluxo de aproximadamente 1,0 mL min?, o cartucho
contendo 150 mg de adsorvente C18 foi condicionado por meio da percolagdo de 2 mL de
metanol/diclorometano (90:10) seguido de 2 mL de agua ultrapurificada. Em seguida, foi
realizada a percolacdo de 10 mL de cerveja. O cartucho foi seco por 5 minutos e, em
seguida, os analitos foram eluidos com 3 mL de uma mistura metanol/diclorometano
(90:10), coletando o eluato em um baldo de fundo redondo, que foi concentrado em um
evaporador rotatorio (50 °C e 120 rpm) até quase a secura. O volume do eluato foi ajustado
através da reconstituicdo com adicdo de metanol em um bal&o volumétrico de 1 mL e filtrado

com uma membrana de nylon 0,22 ym para analise em LC-MS.

4.10. Procedimento de extracdo por SPE com adsorvente alternativo

No sistema para SPE, com fluxo de aproximadamente 1,0 mL min?, o cartucho
contendo 150 mg do adsorvente biocarvdo de aguapé foi condicionado por meio da
percolacdo de 2 mL de metanol/diclorometano (60:40) seguido de 2 mL de agua
ultrapurificada. Em seguida, foi realizada a percolacdo de 10 mL de cerveja. O cartucho foi
seco por 5 minutos e, em seguida, os analitos foram eluidos com 3 mL de uma mistura
metanol/diclorometano (60:40), coletando o eluato em um baldo de fundo redondo, que foi
concentrado em um evaporador rotatorio (50 °C e 120 rpm) até quase a secura. O volume
do eluato foi ajustado através da reconstituicio com adicdo de metanol em um balédo
volumétrico de 1 mL e filtrado com uma membrana de nylon 0,22 um para analise em LC-
MS.
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4.11. Condig¢8es instrumentais de anélise

A Tabela 3 apresenta as condi¢des instrumentais de analise para o cromatégrafo

liquido/espectrometro de massas.

Tabela 3- Condic¢des instrumentais de andlise no LC/MS.

Condicdes do Cromatdgrafo Liquido

Fase estacionéria analitica: Shim-Pack UC-X RP C18 2,5 ym (150 x 2,1 mm)
Fluxo da fase mével: 0,5 mL mint

Modo de eluigcéo: Eluicdo 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 movel: A: Agua (5 mmol L't NHsHCO2); B: Metanol (5 mmol Lt NH4sHCO2)
Temperatura do Forno de colunas: 40 °C

Volume de injecéo: 5 uL

Condicdes do Espectrometro de Massas MS-2020

Interface: Electrospray (ESI)

Modo MS: SIM, Modos positivo e negativo
Temperatura da interface: 350 °C
Temperatura da DL: 250 °C

Fluxo do gas de nebulizagdo: N2, 1,5 L mint
Fluxo do gas de secagem: N2, 10 L min!

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

A lavagem da vidraria seguiu procedimento padrdo utilizado no Laboratério de

Analise de Compostos Organicos Poluentes (LCP), como segue:

o Enxague com agua corrente, por trés vezes;

o Lavagem com agua destilada;

o Lavagem com agua ultrapura;

o Enxague com acetato de etila;

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

4.13. Descarte de Residuos

Os solventes e residuos sélidos utilizados nas andlises foram armazenados em
recipientes de descarte devidamente identificados para posterior coleta realizada por

empresa responsavel.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Selecao de pesticidas dentre os autorizados pela ANVISA

Os ingredientes ativos permitidos para uso agricola no pais estao 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 relacdo foram escolhidos 22 pesticidas com
base na disponibilidade desses padrdes no Laboratério de Analise de Compostos

Organicos Poluentes (LCP).

Os pesticidas utilizados nessas culturas podem estar presentes nos cereais que sao
utilizados como adjuntos cervejeiros e, consequentemente podem permanecer durante o
processo de producdo da bebida, persistindo até o produto final que é a cerveja. A
possibilidade de contaminacgé&o da cerveja torna necessaria a avaliacao da presenca desses

pesticidas. Logo, foram selecionados os pesticidas abamectina, acetamiprido, ametrina,
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azoxistrobina, atrazina, carbendazim, carbossulfano, clorpirifés, deltametrina, diurom,
epoxiconazol, esfenvalerato, flutriafol, haloxifope, imidacloprido, lufenuron, malationa,

propanil, simazina, terbufés, tiametoxam e tiofanato-metilico.

Apos a selecao dos pesticidas é importante conhecer as caracteristicas dos analitos
em estudo. Para isso foram obtidas informa¢cBes gerais e suas propriedades fisico-
quimicas, as quais estao apresentadas nas Tabelas 4, 5 e Figura 2.



Tabela 4- Informacdes gerais sobre os pesticidas em estudo. Fonte: ANVISA; IUPAC PPDB [33,96].
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Pesticida Grupo Quimico Formula Modo de Agéo Utilizagdo na Classe LMR1
Molecular Cultura Toxicolbgica (mg kg?)
Agricola
Abamectina Avermectinas Co5H142028 Inseticida Milho 11 0,005
Acetamiprido Neonicotinodide C10H11CIN4 Inseticida Arroz; Milho; 11 0,05
Cevada 0,3*
1,00**
Ametrina Triazina CoH17NsS Herbicida Milho 1l 0,04
Azoxistrobina Estrobilurina C.,H.,N3O¢ Fungicida Cereais 11 0,01
0,7*
0,6**
Atrazina Triazina CsH14CINs Herbicida Milho; 11 0,250
Carbendazim Benzimidazol CoH9oN302 Fungicida Milho; Arroz; 11 0,05
Cevada 0,05*
0,200**
Carbossulfano Carbamato C20H32N203S Inseticida Milho; Arroz i 0,02
Clorpirifés Organofosfato CoH11CIsNO3PS Inseticida Milho; Cevada,; 11 0,100
Trigo 0,100**
Deltametrina Piretréide C22H19Br2NOs3 Inseticida Milho; Arroz; 1| 1,00
Cevada 1,00*
Diurom Felilamida CoH10CI2N20 Herbicida Cerealis; [l 0,05
Epoxiconazol Triazol C17H13CIFN30O Fungicida Arroz; Milho; 1] 0,05
0,3*

1,00*
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Esfenvalerato Piretroide
Flutriafol Triazol
Haloxifope Ariloxifenoxipropionato

Imidacloprido Neonicotindide
Lufenuron Benzoilureia
Malationa Organofosfato

Propanil Anilida
Simazina Triazina
Terbufés Organofosfato

Tiametoxam Neonicotindide
Tiofanato— Benzimidazol

metilico

C25H22CINO3

C16H13F2N30O

C15H11CIF3NOa

CoH10CIN502

C17HsCI2FsN203

C10H1906PS2

CoH9CIl2NO

C7H12CINs

CoH2102PS3
CsH10CIN5O3S

C12H14N404S2

Inseticida

Fungicida

Herbicida

Inseticida

Inseticida

Inseticida

Herbicida
Herbicida
Inseticida

Inseticida

Fungicida

Arroz; Milho;
Trigo

Arroz; Milho

Milho

Arroz; Milho;
Cevada

Milho
Arroz; Milho

Arroz; Trigo
Milho
Milho

Arroz; Milho;
Cevada

Arroz; Milho;
Cevada

1,00
1,00*

0,05
0,1*

0,1*
0,01

0,20*
0,50**
0,50

0,05
8,00
8,00*
2,00*
0,02
0,05

0,02
1,00*
0,300**

2,00
0,5*
0,200**

*LMR para culturas de arroz.; ** LMR para culturas de cevada.
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Tabela 5- Propriedades fisico-quimicas dos pesticidas em estudo. Fonte: ANVISA; IUPAC PPDB; PubChem [33,96,97].

Pesticida

MM (g mol~)

Temperaturade Solubilidade

ebulicdo (°C)

em H20
(mg L%)

Solubilidade
solvente
organico
(mg L)

pKa

LogKow

Abamectina

Acetamiprido

Azoxistrobina

Atrazina

Ametrina

17321

222,67

403,4

215,68

227,12

941

222

360

205

337

0,0078

2,9x10°

6,7

35

200

Acetona
(1,5x105)
Metanol(2,1x10%)

Acetona
(2,0x10°)
Diclorometano
(2,0x10°)

Metanol (1,5x10°)

Metanol
(2,0x10%)
Hexano (57)

Acetato de Etila
(2,4x10%)
Hexano
(1,1x109)

Acetona
(5,69x10%)
Hexano
(1,40x109)

12,47

0,7

ND

10,07

4,30

0,8

2,5

2,70

2,63
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Carbendazim

Carbossulfano

Clorpirifés

Deltametrina

Diurom

Epoxiconazol

Esfenvalerato

191,2

380,5

350,59

505,20

233,09

329,8

419,9

219,3

375,9

300

356

356

8,0

0,11

1,05

0,0002

35,6

7,1

1x103

Etanol (3x102)
Acetato de etila
(1,4x102)

Metanol
(2,5x109)

Hexano
(7,7x109)
Metanol
(2,9x109)
Acetato de etila
(4x109)

Acetona
(4,5x100)
Metanol
(8,15x10°)

Acetona
(5,36x10%)
Acetato de Etila
(2,1x10%)

Acetato de etila
(1x109)
Acetona
(1,4x10%)

Metanol
(8,2x10%
Acetona
(5,0x10%)

4,2

2,32

ND

10,65

13,18

2,00

10,64

1,48

7,42

NE

4,6

2,87

3,58

6,24
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Flutriafol

Haloxifope

Imidacloprido

Lufenuron

Malationa

Propanil

301,3

361,70

255,66

511,7

330,4

218,1

99

351

1,6

0,061

4,6x102

143

130

Metanol
(1,1x10%)
Acetona
(1,16x10%)

Acetona
(1,0x109)
Acetato de etila
(5,1x109)
Hexano (170)

Diclorometano
(6,4x10%)
Isopropanol(2,3x
104

Tolueno
(6,9x10?)

Acetato de etila
(3,3x10°)
Acetona
(4,6x109)

Metanol
(2,5x105)
Acetona
(2,5x10°)

Metanol
(6,5x10°)

Acetona
(1,7x106)

2,3

4,27

1,56

10,2

ND

13,90

2,3

NE

0,57

5,12

2,75

2,29

46
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Simazina

Terbufds

Tiametoxam

Tiofanato-
metilico

201,66

288,4

291,7

342,4

69

5,7

4100

18,5

Acetona
(6,6x10°)
Metanol
(4,0x10%)

Etanol (5,7x10?)

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

Acetona
(3,0x10%)

1,62

ND

0,40

7,38

2,3

4,48

-0,13

14

MM-= Massa Molar; pKa= constante de acidez; Kow= constante de particdo octanol-agua; ND= ndo se dissocia; NE=ndo encontrado.

47
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As propriedades dos pesticidas sao fatores que devem ser avaliados, pois auxiliam
na compreensdo do comportamento desses compostos no ambiente. O coeficiente de
particdo octanol-agua (Kow) esta relacionado a afinidade da molécula com a fase polar
(dgua) e fase apolar (octanol), definindo se o composto é hidrofobico (caso apresente
valores elevados e ndo tenham afinidade com agua) ou hidrofilico (com baixos valores de

Kow € sollveis em agua) [98].

Com base ainda no coeficiente de particdo octanol-agua, compostos nao polares
possuem geralmente log Kow > 4 € 0s compostos polares apresentam o log Kow < 1,5,
enquanto que os compostos de polaridade intermediaria apresentam log Kow entre 1,5 e 4
[99].

Dessa forma a grande maioria dos pesticidas estudados s&o hidrofilicos e
moderadamente polares como é o caso do propanil, simazina, malationa, flutriafol,
epoxiconazol, diurom, ametrina, atrazina e azoxistrobina. Destacando também compostos
ndo polares como terbufos, lufenuron, deltametrina e abamectina, altamente polar como é
0 caso do tiametoxam e imidacloprido e dois deles sédo polares como o carbendazim e

tiofanato-metilico.

Esse parametro também é um indicativo para avaliar a bioacumulacdo do composto
no ambiente, uma vez que substancias com log Kow maior que 3 apresentam tendéncia
acumulativa [99]. Os pesticidas como carbossulfano, esfenvalerato e lufenuron apresentam
valores elevados de log Kow, indicando que sdo compostos com grande capacidade de

bioacumulagéo [100].

O pKa indica o carater acido do analito. De modo geral, quanto menor o pKa mais
forte sera o acido e maior a probabilidade de ser ionizado [99].

A solubilidade em agua de forma elevada indica a tendéncia do composto ser
removido do solo, assim 0s compostos como acetamiprido, ametrina e tiametoxam
possuem maior probabilidade de serem carregados pela chuva. Mas nem sempre a elevada
solubilidade esta relacionada com a maior mobilidade no solo, pois o composto pode

também apresentar elevada capacidade de retencdo, além de diferentes interagfes [101].



Figura 2- Estruturas moleculares, nomes comerciais e cientificos dos pesticidas em estudo
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Para o desenvolvimento da metodologia proposta neste trabalho por SPE e LC-
MS, a principio foram otimizadas as condi¢des cromatograficas para andlise
simultanea dos pesticidas selecionados, seguido dos experimentos de bancada para

alcancar a mais eficiente extracdo dos pesticidas da cerveja.

As separac¢fes analiticas em fase reversa séo 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
condi¢cBes de trabalho foi a Shim-Pack UC-X RP por apresentar um grupo funcional
polar entre a silica e o grupo C18, permitindo ser utilizada para compostos de uma

ampla faixa de polaridade, além de garantir elevada reprodutibilidade de andlise [102].
5.2. Otimizacéo das condi¢fes instrumentais de analise

As solucdes individuais dos 22 pesticidas (abamectina, acetamiprido, ametrina,
atrazina, azoxistrobina, carbendazim, carbossulfano, clorpirifés, deltametrina, diurom,
epoxiconazol, esfenvalerato, flutriafol, haloxifope, imidacloprido, lufenuron, malationa,
propanil, simazina, terbufés, tiametoxam e tiofanato-metilico) foram preparadas na
concentracdo de 1000 pg mL? e uma solugéo conjunta com concentracédo de 1 pg mL-

Lfoi analisada no LC-MS no modo exploratério de eluicéo.

A analise exploratéria foi realizada a partir da eluicdo em modo gradiente
variando o percentual de solvente organico (5 a 100%) na composi¢ao da fase mével
constituida de solvente organico (metanol): &gua com formiato de aménio (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 separacdo na presenca desse
solvente. Ressalta-se também que esse solvente é amplamente empregado na ESI
juntamente com esse aditivo volatil na composicdo da fase movel, além de ser
adequado para utilizar na cromatografia em fase reversa, em que a fase estacionaria
€ apolar enquanto a fase movel € solvente de carater polar [103]. O metanol também
é preferido em comparagéo com acetonitrila na analise de pesticidas por LC-MS (ESI),
pois apresenta uma forca eluotrépica inferior, necessitando assim de uma
porcentagem maior de solvente para obter a mesma for¢ca cromatografica da
acetonitrila e dessa forma ter4 maior sensibilidade durante a eluicdo dos compostos
[104].
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A escolha do formiato de amoénio como aditivo resultou também de estudos
realizados no grupo de pesquisa do LCP nos quais avaliaram as areas de alguns
desses pesticidas em presenca do formiato de aménio (NHsHCO2) e acido férmico
(CH,0,). Os resultados obtidos indicaram que os analitos na presenca do NH4HCO:
apresentaram uma area superior em comparagao com o CH,O, utilizado como aditivo.

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

Tabela 6: Comparativo das areas dos sinais do analitos em presenca do

formiato de amonio e em presenca do &cido férmico.

Pesticida Area com formiato Area com &cido férmico
de amdnio

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
Terbufés 2,19E+07 8,75E+06
Tiametoxam 1,19E+07 2,39E+06
Tiofanato - metilico 3,94E+07 6,58E+06

Avaliando as éareas obtidas para o sinal dos analitos em presenca do formiato
de amoénio foi notavel melhores areas para maior parte dos analitos, culminando para

escolha desse aditivo na composi¢éo da fase movel.



55

Posteriormente, para auxiliar na escolha do gradiente foi realizada uma analise
exploratdria 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 analise exploratéria ainda buscou verificar quais ions (m/z) seriam
monitorados para cada pesticida, observando a resposta desses analitos atraves da
protonacdo [M+H]* com hidrogénio, sédio [M+Na]* e aménio [M+NH4]*, além da
desprotonacao [M-H] e formacdo de adutos de formiato [M+HCOO'] de forma que

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

Ainda para escolha da composicao do gradiente, foi calculada a porcentagem
de metanol que seria necesséria para cada um dos 22 analitos serem eluidos na
coluna cromatogréfica. Isso foi possivel devido a obtencdo do tempo de retencao de
cada analito através da andlise exploratéria em um tempo de 30 minutos. Os
cromatogramas, espectros de massas com a identificacdo dos analitos, tempos de
retencdo, modo de ionizacdo e porcentagem de metanol podem ser vistos nas Figuras

3, 4 e Tabela 7, respectivamente, nas condi¢cdes apresentadas no topico 5.2.

Figura 3- Cromatogramas da solucdo padrdo conjunta dos pesticidas preparada na
concentracdo de 1 pg mLtem metanol, modo SCAN com vazéo de 0,5 mL min 1. Para
condicBes instrumentais de analise, ver topico 5.2.
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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-metilico; 21-imidacloprido; 22-deltametrina.



Figura 4: Espectros de massas da solucdo padrédo conjunta dos pesticidas preparadas na concentracéo de 1 ug mL " em metanol,

modo SCAN com vazéo de 0,5 mL min 1.
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Tabela 7- Tempos de retencdo, modo de ionizacédo, relacdo m/z e porcentagem de
metanol dos pesticidas, obtidos através da analise exploratdria de solu¢des padrao

dos pesticidas.

Modo de

Pesticidas lonizacéo 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-metilico + [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+NH,4]* - 348 15,1 52,7
Propanil - [M-HJ - 216 15,4 53,9
Epoxiconazol + [M+H]* - 330 16,1 55,8
Terbufés + [M+H]* - 289 18,2 62,5

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

Clorpirifés + [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+NHg]* - 437 20,0 68,4
Deltametrina + [M+NH,]* - 523 20,1 68,6

Tr=Tempo de retencao.

Os cromatogramas mostraram que foi possivel obter um bom perfil de
separacao dos analitos, assim como os espectros de massas indicam a identificagéo
de cada um desses analitos através da relagdo m/z. Além disso, os resultados sé&o
capazes de mostrar uma ampla faixa de proporcao de metanol na fase mével, o que

permite uma melhor definicdo para composi¢cdo do gradiente. Logo, como forma de
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otimizar as condi¢des instrumentais de analise, foi avaliado o analito que apresentou
0 menor tempo de retencéo, 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 necessario para retorno das condi¢des iniciais e
concluindo a corrida cromatografica em um tempo de 20 minutos. Essa porcentagem
para finalizar o gradiente foi escolhida como forma de garantir eluicdo completa dos
compostos, além de permitir uma melhor manutenc¢éo da coluna cromatogréfica. Esse
gradiente também foi escolhido devido ter apresentado resultados satisfatérios para a
maioria dos analitos que foram avaliados anteriormente no grupo de pesquisa,
apresentando uma boa separacao e simetria dos sinais obtidos. Analisando a Figura
5 é possivel verificar a ocorréncia de uma separacdo satisfatoria dos analitos nas

condi¢des supracitadas.

Figura 5- Cromatogramas da solucéo padréo conjunta dos pesticidas preparadas na
concentragdo de 1 pug mLtem metanol, modo SIM com vazédo de 0,5 mL min-t. Para
condic¢des instrumentais de andlise, ver tépico 5.2.
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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-metilico (Tr: 5,82); 21-imidacloprido (Tr:
3,45); 22-deltametrina (Tr: 10,35).
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Com o gradiente definido, foi avaliado a vazdo da fase mével que é um fator
gue influencia no processo de separacéo dos analitos, além de estar relacionado com
a velocidade de difusdo da massa do soluto entre a fase movel e a fase estacionaria
[105]. Em HPLC, reduzir a vazdo geralmente melhora a separacao dos analitos. Logo,
foi avaliado se diminuindo a vazdo da fase movel os analitos continuavam
apresentando elevadas intensidades dos sinais e com separacdo adequada. Ainda
de acordo com Snyder et al.,, 2010 [105], esse fator influencia na retencdo dos
compostos de modo que aumentando a velocidade ird diminuir o tempo de interacédo
do analito com a fase estacionaria e, consequentemente, diminuir o tempo de retencao
do analito. Enquanto que diminuir essa velocidade da fase movel, aumenta o tempo
de interacdo entre o analito e a fase estacionaria, ambos os casos acabam refletindo
na separacao dos analitos. Os cromatogramas apresentados na Figura 6 mostram
que ao utilizar uma vazédo de 0,4 mL min - ocorreu uma supressédo dos sinais dos
analitos, pois de acordo com as propriedades dos detectores a resposta do sinal é
proporcional a vazdo que chega ao detector. Além disso, o tempo de retencdo
apresentado foi bem semelhante e dessa forma, a condicao presente na Figura 5 com

vazdo de 0,5 mL min-foi a mais satisfatéria para separacéo desses analitos.
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Figura 6- Cromatogramas da solucéo padrao conjunta dos pesticidas preparadas na
concentracdo de 1 pg mL* em metanol, modo SCAN com vazéo de 0,4 mL min .
Para condicdes instrumentais de analise, ver topico 5.2.
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1-simazina; 2-terbufés; 3-tiametoxam; 4-malationa; 5-propanil; 6-clorpirifés; 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-metilico; 21-

imidacloprido; 22-deltametrina.

Estudos apresentados anteriormente [74,75,106] relataram que a ESI é uma
fonte de ionizacdo mais branda permitindo trabalhar com uma ampla faixa de
polaridade e apresenta uma melhor ionizacdo 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 relagéo 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 ionizag&o bastante utilizada
em trabalhos anteriores (topico 2.7.) para determinacédo de pesticidas em diferentes

matrizes.
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Por fim, o fluxograma da Figura 7 mostra as condi¢cfes instrumentais que foram
satisfatorias para separacdo e identificacdo dos 22 pesticidas. Em seguida, foi

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

Figura 7: Fluxograma com a condi¢éo instrumental otimizada para separagao

e identificagdo dos pesticidas.

Fase —
movel Interface

Metanol Formiato de

(MeCH) amonio 0,5 mL min 1

ESI

(NH,HCO,)

« Agua (H,0)

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 eluicdo sdo alguns dos parametros que devem ser
avaliados para obtencdo de melhores resultados de extracdo. Para a escolha do
adsorvente e solvente de eluicdo adequados leva-se em consideracdo as
propriedades dos analitos de interesse, natureza da matriz, assim como interferentes
qgue devem ser eliminados. Foram avaliados e escolhidos experimentalmente a
qguantidade do adsorvente de trabalho, solvente de eluicdo e seu volume. Os

parametros estdo descritos nos subitens do topico 5.3.

5.3.1. Selecao do adsorvente

A escolha do adsorvente apropriado depende das suas propriedades
hidrofébicas ou hidrofilicas que auxiliam na compreensao do processo de interacao
gue ocorre entre o adsorvente e o analito de interesse, caracteristicas do analito,
matriz da amostra e solventes envolvidos na etapa de extragdo. Os mecanismos de
retencdo mais comuns em SPE sao baseados nas for¢cas de van de Waals (interagdes
nao polares), ligacbes de hidrogénio, forcas dipolo-dipolo (interacdes polares), além

das interacdes ibnicas [107].
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Os percentuais de recuperacao foram avaliados como forma de definir qual
adsorvente apresentava melhor capacidade de retencdo no qual juntamente com o
solvente de eluicdo adequado permitiia que 0s analitos apresentassem esses
resultados na faixa de 70 — 120 % com desvio padréo < 20% [79]. Tais resultados
foram obtidos com base na quantificacdo das areas integradas dos picos
cromatograficos dos extratos fortificados e dos picos da solu¢cdo comparacao atraves
do calculo com base na equacéo (1)

Area do extrato

(D Recuperagdo (%) = = — — x 100
Area da solugdo comparacao

Em que a area do sinal no extrato é obtido através do resultado referente a
fortificacdo da amostra antes do processo de extracdo, enquanto a area da solucéo
comparacao corresponde ao extrato que foi fortificado durante a etapa de

reconstituicdo, ou seja, apos todo o processo de extracao

Os testes de recuperacdo foram realizados com os adsorventes comerciais
alumina neutra, florisil, silica gel, amina priméaria-secundaria (PSA) e C18 ja que suas
caracteristicas favorecem boa capacidade de retencdo. Inicialmente, o solvente de
eluicdo foi o metanol devido a solubilidade dos analitos neste solvente. Para os testes
de otimizacdo, a amostra foi sonificada no ultrassom por 6 minutos, o cartucho foi
condicionado com 2 mL de metanol e 2 mL de &gua, utilizando um nivel de fortificacdo
de 1 yg mLtem 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
gréficos indicando os percentuais de recuperacdo obtidos nos estudos com o0s

diferentes adsorventes.

Figura 8- Foérmula estrutural dos respectivos adsorventes comerciais avaliados [59]
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Figura 9: Percentuais de recuperacado (n=3) dos pesticidas estudados com nivel de
fortificacdo de 1 ug mL, utilizando 500 mg dos adsorventes alumina neutra e florisil
(A), silica e PSA (B), C18 (C) com 5 mL de metanol como solvente de eluigdo. Para

valores de recuperacéo e desvio padrao relativo, ver apéndice 1.
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Analisando os resultados apresentados foi possivel constatar que o0s
adsorventes PSA, silica gel e alumina neutra apresentaram uma menor recuperacao
dos analitos dentro da faixa de 70-120% que é estabelecido pela ANVISA como
intervalo ideal para recuperacao dos pesticidas em variadas matrizes. Utilizando o
PSA como adsorvente apenas a abamectina teve recuperacéo dentro da faixa, com
79 £ 9% de eficiéncia, 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 andlise de frutas e vegetais e notou a reducdo
dos valores de recuperacdo dos analitos devido a forte interacdo entre 0s grupos
polares dos analitos e do grupo amino do PSA. Além disso, esse adsorvente apresenta
valores de recuperagdo baixos quando compostos acidos sdo extraidos e isso pode
ser observado com base nos valores do pKa para maioria dos pesticidas presentes na

Tabela 5 (tépico 5.1), onde quanto mais baixo for o pKa mais forte sera o acido.

Empregando a alumina neutra as recuperagdes variaram de 2 + 4% - 93 + 16%
e trés analitos como a abamectina, lufenuron, terbufés tiveram recuperacédo na faixa
de 70 - 120% devido serem compostos apolares e o adsorvente utilizado apresentar
como caracteristica melhor adsor¢cao desses compostos. Ao utilizar a silica, as
recuperacdes variaram de 10 + 8% - 125 + 2%, com o clorpirifés, abamectina e
lufenuron apresentando recuperacdo de 80 % 5%, 125 + 2% e 108 + 4%,
respectivamente. A baixa recuperacdo em quantitativo de analitos utilizando a silica
esta relacionada ao fato de facilmente adsorver agua presente na matriz e formar
ligacdes de hidrogénio com os grupos silandis [107]. Dessa forma, como a cerveja é
constituida majoritariamente por agua, provavelmente a superficie da silica foi
recoberta por moléculas de agua diminuindo a disponibilidade de sitios para ocorrer a

adsorcao.

Com isso, € possivel ressaltar que o PSA, alumina neutra e silica apresentam
caracteristicas polares e ao trabalhar com compostos polares e de polaridade
intermediaria, pode resultar em adsorcao irreversivel em suas superficies fazendo
com que os analitos de interesse ndo sejam removidos durante o processo de eluicéo
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 ndo polares e remove a maioria dos interferentes quando é eluido
com solvente nao polar apropriado devido a diferenca de polaridade permitir maior
remocao desses compostos [107]. Os resultados mostraram uma maior recuperacao
para grande parte dos analitos ao utilizar esse adsorvente. Enquanto que o C18, que
€ caracterizado por ser um adsorvente apolar, também apresentou boas recuperacoes
para os analitos avaliados e isso é evidente devido & maioria dos pesticidas serem de
polaridade intermediaria. Logo, esses dois adsorventes foram escolhidos para seguir
nos testes posteriores por terem apresentado percentuais de recuperacdo da maioria

dos analitos na faixa entre 70 - 120%.

5.3.2. Influéncia do processo de secagem do cartucho

Definido os adsorventes que apresentaram melhores resultados de
recuperacdo dos pesticidas, foi avaliado se a secagem do cartucho ap0s passar a
amostra seria um fator que influenciaria na recuperacéo. Estudos anteriores como de
Hengel et al., 2002 [62] mencionaram deixar o cartucho secando por alguns minutos
antes da etapa de eluicdo. Gunter et al., 2016, [108] enfatizaram em seu trabalho em
gue utilizaram a SPE para determinacéo de pesticidas em amostras de agua, o fato
de que se a secagem do disco for negligenciada, os poros serdo preenchidos com
agua e durante a eluicdo, o solvente pode ndo ser capaz de penetrar nos poros por
causa de razbes de miscibilidade e/ou viscosidade. Com isso, pode resultar em
recuperacdes mais baixas e desvios padrédo mais elevados [109].

Nessa etapa, o teste foi realizado com o C18 devido ter apresentado bons
percentuais de recuperacao dos analitos e por ser um adsovente comumente utilizado
na SPE. Apés passagem da amostra, o cartucho foi seco por um periodo de 5 minutos
e em seguida eluido com 5 mL de metanol. Os resultados obtidos estdo apresentados
na Figura 10.
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Figura 10- Avaliacdo da eficiéncia de recuperagcdo com a etapa de secagem do
cartucho contendo 500 mg de C18 (n=3) com nivel de fortificacdo de 1 uyg mL*e 5 mL
de metanol como solvente de eluicdo. Para valores de recuperacédo e desvio padréo
relativo, ver apéndice 2.
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Analisando os graficos da Figura 10 foi possivel verificar que a etapa de
secagem da fase sdlida do cartucho interferiu na recuperacdo dos analitos
apresentando bons valores de recuperacédo. O C18 tinha anteriormente recuperado
um total de 13 analitos na faixa de 72 £ 5% - 133 + 3% e apds avaliacao da etapa de
secagem as recuperacfes aumentaram para 15 dos 22 pesticidas em estudo sendo
gue estavam dentro da faixa de 81 + 3% - 108 = 11%, indicando um aumento de

recuperagéo para mais analitos.

Em estudos anteriores que utilizaram a SPE para extracao de pesticidas em
outras matrizes, alguns autores também estabeleceram tempo de secagem do
cartucho como forma de garantir uma maior interacdo dos analitos com a fase
estacionéria [62,110]. Como os resultados apresentados na Figura 10 mostraram que
a etapa de secagem do cartucho influenciou de forma positiva na recuperacéo dos
analitos, foi definido utilizar um tempo de secagem do cartucho por 5 minutos apos

passar a amostra durante os demais testes de otimizacao.
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5.4. Selecéo da quantidade de C18

A quantidade de adsorvente utilizado na SPE também € um dos parametros
que interfere no processo de recuperacdo dos analitos, pois esta diretamente
relacionado com alguns fatores como o volume da amostra a ser extraida,
interferentes presentes e complexidade da matriz [59]. Inicialmente foi avaliada a
eficiéncia de extracéo utilizando 500 mg de C18 e, em seguida, procurou reduzir a
guantidade de adsorvente para 300 e 150 mg, respectivamente, verificando se uma
menor quantidade poderia apresentar resultados tdo satisfatérios quanto utilizar uma

guantidade superior desse material.

A Figura 11 apresenta os valores de recuperacdo dos pesticidas a partir da
reducdo da quantidade de C18 e utilizando como solvente de extracdo 5 mL de

metanol.
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Figura 11 - Percentuais de recuperacéo (n=3) dos pesticidas estudados com nivel de
fortificagdo de 1 ug mL?, utilizando 500, 300 e 150 mg de C18 com 5 mL de metanol
como solvente de eluicao.
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Os resultados mostraram que comparando as trés quantidades de C18 os
maiores valores de recuperacao 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 recuperacao na faixa de 72 = 9% -
118 + 4%. Os testes mostraram que mesmo reduzindo a quantidade de adsorvente
ainda foi possivel obter bons valores de recuperagdo sem interferir na eficiéncia da
extracdo. Como o volume do solvente de eluicdo também é um dos parametros
avaliados no desenvolvimento de método para SPE [59], foram testados trés volumes
de metanol como solvente de eluicdo para analisar se alterando esse parametro nas
condicdes que foram propostas no topico 5.4 aumentaria o nimero de analitos com
recuperacédo na faixa de 70-120%.
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5.4.1. Selecao do volume do solvente de eluicéo

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 nao os

interferentes retidos no adsorvente [56].

Foram testados os volumes de 5, 7 e 10 mL de metanol para as trés condicbes
de quantidade de adsorvente que foram avaliados anteriormente, conforme pode ser
observado na Figura 12 o quanto a variacdo de volume foi capaz de interferir na

recuperacédo dos analitos.
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Figura 12- Percentuais de recuperacao (n=3) dos pesticidas estudados com nivel de

fortificacdo de 1 yg mL™, utilizando 500 (A), 300 (B) e 150 mg (C) de C18 e variando

com 5, 7 e 10 mL de metanol como solvente de eluigéo.
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Utilizando 500 mg de C18 e variando o volume do solvente de eluicdo (5, 7 e
10 mL, respectivamente) foram obtidos valores de recuperacédo entre 81 + 3% - 108 +
11%, 82 + 2% - 114 + 9% e 82 + 3% - 102 + 5% para 16 dos 22 analitos, sendo que
para a condicdo de 500 mg/5mL apenas 15 analitos tiveram recuperacéo entre 70 -
120%. Ao utilizar 300 mg de C18 nessas condi¢des, 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 recuperacao 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 elui¢éo.
Logo, em termos de otimizar as condi¢des utilizando uma menor quantidade de
adsorvente e um menor volume de solvente organico, a melhor condigdo encontrada
foi 150 mg de C18 e 7 mL de eluente.

Os pesticidas tiametoxam, clorpirifés, carbossulfano, esfenvalerato e
deltametrina tiveram recuperacao de 46 £ 6%, 62 + 18%, 7 + 21%, 49 + 9% e 45 £ 7%,
respectivamente, nessas condi¢cdes de trabalho. Esses compostos apresentam em
comum um valor de log Kow elevado em comparagéo com os demais pesticidas, com
excecdo o clorpirifés. Resultados semelhantes com baixa recuperacdo 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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engquanto que o C18 é um adsorvente apolar. Esses pesticidas também apresentaram
baixos valores de recuperacdo com os demais adsorventes avaliados. Além disso, a
baixa recuperagao 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 agua apresentaram bons valores de recuperacao para esses analitos
[112,113].

Conforme os testes realizados para escolher o adsorvente que apresentava
maior quantidade de analitos com elevadas recuperacdes, o florisil também obteve
resultados satisfatérios para a maioria dos compostos. Logo, buscou-se avaliar as
mesmas etapas de otimizacdo que foram empregadas para o C18 e, por fim, definir

gual adsorvente e condi¢cbes seriam as melhores.

5.5. Selecao da quantidade de florisil

A gquantidade de adsorvente utilizado na SPE é um dos parametros iniciais
avaliados. Pois a reducdo dessa quantidade é capaz de interferir na recuperacao 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.



75

Figura 13- Percentuais de recuperacéo (n=3) dos pesticidas estudados com nivel de
fortificacédo de 1 ug mL, utilizando 500, 300 e 150 mg de florisil com 5 mL de metanol

como solvente de elui¢ao.
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Os resultados mostraram que a diminuicdo da quantidade do adsorvente
reduziu na eficiéncia da extracdo diminuindo a recuperacao dos analitos na faixa de
70 - 120%. Na condicao de 500 mg de florisil, 15 analitos apresentaram valores de
recuperacao entre 70 £ 13% - 110 + 6%, mas ao reduzir a massa para 300 mg, apenas
7 analitos tiveram recuperacao entre 71 + 0% - 98 + 0% e continuando a reducao para
150 mg, somente 2 analitos tiveram recuperacgdes que variaram de 79 = 3% - 88 + 5%.
Da mesma forma que foram realizados os testes com o C18, a etapa de otimizacao
seguiu com a selecao do volume de solvente de eluicdo capaz de recuperar mais
analitos e essa variacdo de volume foi avaliado para todas as quantidades de

adsorvente testadas anteriormente.

5.5.1. Selecao do volume de solvente de eluicao 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 eluicdo para verificar que

condicao apresentava os melhores resultados e, consequentemente, obter o resultado
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mais satisfatorio para a maioria dos compostos avaliados. A Figura 14 (A), (B) e (C)
mostra como a varia¢ao da quantidade de adsorvente e solvente de eluicéo influenciou
na recuperacgéo de cada analito.

Figura 14- Percentuais de recuperacdo (n=3) dos pesticidas estudados com nivel de
fortificacéo de 1 ug mL1, utilizando 500 (A), 300 (B) e 150 mg (C) de florisil e variando
com 5, 7 e 10 mL de metanol como solvente de eluig&o.
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Os graficos da Figura 14 mostraram que variar o volume do solvente de eluigdo
nao resultou em um aumento na recuperagédo dos analitos. Para a condicdo de 500
mg do adsorvente foi mais favoravel utilizar o volume de 5 mL de metanal,
recuperando 15 analitos na faixa de 70 + 13% - 110 + 6% enquanto que ao aumentar

o volume do solvente para 7 mL reduziu as recuperacdes e apenas 7 analitos
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recuperaram na faixa de 70 + 8% - 80 £ 7%, enquanto que 5 analitos tiveram

recuperacao entre 73 + 5% - 82 + 3%, utilizando 10 mL de metanol para eluigcao.

Os testes seguiram para a condicao de 300 mg de florisil e os resultados obtidos
foram de 7 analitos com recuperacao entre 71 + 0% - 98 + 0% ao utilizar 5 mL do
solvente e a mesma quantidade prevaleceu ao utilizar 7 mL, mas as recuperacoes
variaram de 72 + 5% - 117 £ 12%. Enquanto que aumentando o volume para 10 mL

resultou em recuperacdes de somente 5 analitos na faixa de 75 = 3% - 92 + 2%.

Na condicdo 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 recuperacdes ao reduzir a quantidade de
adsorvente e ao aumentar o volume do solvente de extracdo para todas as condi¢des

avaliadas.

Os pesticidas polares irdo permanecer adsorvidos no suporte solido do
cartucho devido as interacfes dipolo-dipolo entre o adsorvente e os analitos. A
simazina e o imidacloprido apresentam valores de pKa préximos (1,62 e 1,56,
respectivamente), mas o imidacloprido apresenta uma maior massa molar e,
conseguentemente, as moléculas migram mais lentamente através da camada do
adsorvente, fazendo assim com que ocorra uma menor recuperacao 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 extracdo desse analito no arroz e também

obtiveram baixas recuperagoes.

Foi verificado que variar os parametros com relacdo a quantidade de
adsorvente e solvente de extracado nao foi uma boa escolha ao trabalhar com florisil,
pois essa variagao interferiu de forma significativa nos resultados. Em estudos
anteriores como o de Silva et al, 2019 [92] o silicato de magnésio
(Florisil®PMgAI(SiOa4)n) foi empregado na etapa de limpeza da d-SPE do método
QUEChERS com acetonitrila como solvente de extracdo, seguida de GC-MS/MS para
determinacdo de residuos de pesticidas em cerveja e tal adsorvente foi capaz de

apresentar cromatogramas mais limpos e com resultados de recuperagéo
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satisfatorias, indicando dessa forma que pode ser uma boa alternativa para ser
utilizada na etapa de limpeza em outro procedimento de extracdo e/ou utilizando de

uma outra técnica cromatografica.

Logo, através dos testes realizados com os dois adsorventes foi definida que a
melhor condicdo para os parametros estudados é trabalhar com 150 mg de C18 e 7
mL de metanol como solvente de elui¢do. E, com os parametros tipo e quantidade de
adsorvente, volume de solvente de eluicdo definidos, buscou-se avaliar a eficiéncia da
acetonitrila e mistura de metanol com diclorometano como possivel solvente extrator.
Verificando dessa forma qual solvente seria capaz de recuperar os demais analitos

que ndo apresentaram resultados satisfatorios ao utilizar metanol.

5.6. Teste utilizando acetonitrila como solvente de eluicao

A natureza do solvente de eluicdo € de grande importancia uma vez que, 0s
analitos alvo devem ser eficientemente dessorvidos e os componentes da matriz

devem ser retidos na coluna [56].

A acetonitrila € um solvente ideal ao trabalhar com cromatografia liquida 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 eluicdo para
SPE na determinacéo de pesticidas em matrizes alcodlicas e os resultados mostraram
elevadas recuperacdoes dos analitos em presenca desse solvente. Essas altas
recuperacbes podem ser relacionadas ao fato que a acetonitrila apresenta uma
grande miscibilidade com agua e tem caracteristicas hidrofilicas o suficiente para
garantir uma maior eficiéncia de extracdo de pesticidas polares e apolares [116].
Entdo, foi avaliado a eficiéncia desse solvente em relacdo a propor uma maior
recuperacédo dos analitos em comparag¢ao com o metanol nas mesmas condi¢des. Os
valores de recuperacado obtidos para todos os analitos foram dispostos no gréfico de

barras apresentado na Figura 15.
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Figura 15- Comparacdo dos percentuais de recuperacdo (n=3) dos pesticidas
estudados com nivel de fortificacdo de 1 uyg mL™, utilizando 150 mg de C18 e ao utilizar
7 mL de acetonitrila e metanol como solvente de eluicao.
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As recuperacfes dos analitos utilizando acetonitrila como solvente de eluicao
variaram de 12 + 17% - 100 £ 2% tendo nesse intervalo apenas 11 dos 22 pesticidas
em estudo com recuperacao entre 70 - 120%, enquanto que ao utilizar o metanol nas
mesmas condic¢des, o0s valores de recuperacéo tiveram na faixa 74 + 2% - 107% + 9%
para 17 analitos. Dessa forma, utilizar acetonitrila para esses pesticidas e nessas
condicBes apresentou uma menor recuperacdo dos analitos em comparacdo com o
metanol.

Os pesticidas como terbufds, tiametoxam, malationa, clorpirifés, carbossulfano,
abamectina, lufenuron, esfenvalerato, acetamiprido, carbendazim, imidacloprido e
deltametrina pertencem a diferentes grupos quimicos e néo foram recuperados
satisfatoriamente ao serem eluidos com acetonitrila, exceto a malationa que teve uma
recuperacdo de 97 + 0%. Mas ao ser eluido com metanol apenas o tiametoxam,
clorpirifés, carbossulfano, esfenvalerato e deltametrina n&o tiveram boas
recuperacoes e foi visto anteriormente que provavelmente esté relacionado ao fato de
apresentarem um log Kow elevado, com excecao do tiametoxam, e quanto maior o
valor de log Kow maior tendéncia tem de ser adsorvido e mais hidrofobico € o pesticida
[101,102].
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Visto que a acetonitrila ndo foi capaz de ser tao eficiente para eluicdo desses
analitos, foi avaliado o comportamento desses pesticidas na presenca de um solvente
de média polaridade, como o diclorometano, através da mistura com o metanol em
diferentes propor¢des. Os topicos subsequentes apresentam os resultados obtidos

para as condi¢des avaliadas.

5.7. Testes avaliando metanol e diclorometano em diferentes proporgdes

Devido a maioria dos analitos em estudo serem compostos apolares e de
polaridade intermediaria buscou-se avaliar se utilizando uma mistura com solvente de
polaridade intermediaria seria capaz de apresentar uma forca eluente suficiente para
guebrar a ligacdo dos analitos com a superficie do adsorvente e, dessa forma, resultar
em melhores percentuais de recuperacao 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 forca
de eluicdo de 0,32 e o metanol que é um solvente polar tem uma forca eluente com
valor eluotrépico equivalente a 0,73. Portanto, uma mistura desses solventes podera
apresentar uma forca eluente intermediaria capaz de favorecer a eluicdo desses

analitos [59].

Foram avaliados a mistura de metanol/diclorometano (MeOH/DCM) em
diferentes proporcdes e o0s respectivos valores de forca eluotrépica para cada
condicao estdo apresentados na Tabela 8.
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Tabela 8: Forca eluotropica da mistura dos solventes em diferentes proporc¢des [105].

SOLVENTE FORCA ELUOTROPICA (°)
MeOH: DCM (20:80, v/v) 0,63
MeOH: DCM (55:45, viv) 0,54
MeOH: DCM (90:10, v/v) 0,69

Com base nesses valores eluotrépicos para cada mistura buscou-se avaliar ao
utilizar a condicéo de 150 mg do C18 e 7 mL das trés diferentes condi¢cdes da mistura
MeOH:DCM e assim, verificar qual condicdo de alteracdo da forca eluente

apresentaria um maior numero de analitos com recuperacao na faixa de 70 — 120%.

Os resultados nas condicfes avaliadas estdo expressos na forma de grafico na
Figura 16.

Figura 16- Comparacdo dos percentuais de recuperacdo (n=3) dos pesticidas
estudados com nivel de fortificacédo de 1 ug mL%, utilizando 150 mg de C18 e ao utilizar

7 mL de MeOH:DCM em diferentes propor¢oes.
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Os resultados mostraram que para todas as condi¢cfes avaliadas, com excecao
o tiametoxam, carbossulfano, esfenvalerato e deltametrina apresentaram percentuais
de recuperacdo na faixa de 70 — 120%. O clorpirifés € um dos analitos que
apresentava recuperagdo abaixo de 70% na maioria dos testes realizados
anteriormente, mas ao ser eluido com MeOH:DCM passou a ter valores de
recuperacdo dentro da faixa. Logo, é possivel considerar que utilizar o solvente de

média polaridade favoreceu uma melhor eluicdo desse analito.

E valido ressaltar que o carbossulfano apresentou baixos valores de
recuperacdo além de elevado desvio padrdo em todos os testes avaliados
anteriormente e isso é consequéncia da sua instabilidade podendo facilmente

degradar em carbofurano ou 3 — hidroxicarbofurano [117].

Devido ao emprego do DCM ter favorecido as interacées com o clorpirifos e
resultado em boas recuperacfes para esse analito, além de aumentar a percentagem
de recuperacdo para alguns pesticidas como azoxistrobina e haloxifope, foi
considerado como adequado utilizar a mistura de MeOH:DCM para eluir esses

compostos.

Ao avaliar essas trés condicbes na proporcdo dos solventes percebe-se
proximidade do quantitativo de analitos com recuperacéo acima de 70%. Logo, optou-
se por utilizar a propor¢cdo 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 favoréavel
para garantir um bom quantitativo de analitos com valores de recuperacgéo entre 70 —
120 %. Posteriormente para verificar o comportamento desses analitos a medida que
0 volume do solvente de eluigao era reduzido, foram avaliados os volumes de 5 e 3

mL de MeOH:DCM 90:10 e os resultados obtidos estdo expressos na Figura 17.
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Figura 17- Comparacdo dos percentuais de recuperacdo (n=3) dos pesticidas
estudados com nivel de fortificagdo de 1 yg mL*, 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
eluicao.
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Os resultados apresentados na Figura 17 mostraram que mesmo reduzindo o
volume de solvente ainda foi possivel obter bons valores de recuperacdo para o
mesmo quantitativo de analitos que tiveram recuperacao acima de 70% utilizando 7
mL de eluente. Consequentemente, com o intuito de reduzir o uso de solvente
organico e mesmo assim garantir a eficiéncia de extracéo, optou-se por utilizar 3 mL

de eluente ja que é o suficiente para recuperar satisfatoriamente esses analitos.

Portanto, diante os testes que foram investigados foi possivel concluir que para
o0 C18 a melhor condicdo para uma boa eficiéncia de extracdo 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 recuperacéo entre 70 — 120%.

Posteriormente se fez necessario avaliar o branco do extrato para verificar
possiveis interferentes no tempo de retencdo 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 condicao de extracao 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

condi¢fes instrumentais de analise, ver topico 5.2.
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1-simazina; 2-terbufés; 3-tiametoxam; 4-malationa; 5-propanil; 6-clorpirifés; 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-metilico; 21-
imidacloprido; 22-deltametrina.

Os cromatogramas apresentados na Figura 18 nédo apresentam compostos da
matriz com relagdo massa/carga no mesmo tempo de retencdo dos pesticidas
estudados, ndo havendo, portanto, necessidade de propor uma etapa de limpeza no
procedimento de extracdo. Os picos mais intensos que estdo presentes na corrente

total de ions (TICC) podem ser advindos da matriz.

Ressalta-se que foi possivel otimizar uma condicdo 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 biocarvéo e dessa forma,
averiguar se seria possivel obter uma eficiéncia de extracéo tdo boa quanto ao utilizar

um adsorvente comercial.
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Nos tépicos subsequentes sdo apresentados os estudos que foram realizados
ao se utilizar biocarvbes de diferentes biomassas como adsovente alternativo para o
SPE.

5.8. Avaliacéo de biocarvdes de diferentes biomassas como adsorvente para
SPE

A utilizac&o de adsorventes alternativos vem se mostrando bastante promissora
no desenvolvimento de métodos para extracdo de compostos poluentes. O biocarvao
€ produzido através da queima da biomassa em elevadas temperaturas e suas
caracteristicas como ampla area superficial e presenca de grupos funcionais em sua
estrutura favorecem a capacidade de adsorcdo desse material permitindo a retencéo

de compostos poluentes [119].

O biocarvéo produzido de diferentes biomassas tem chamado atengao devido
ser uma alternativa frente aos adsorventes convencionais por ser um material rico em
oxigénio, grupos funcionais (por exemplo, OH, C=0, COOH) e varios minerais (S, Na,

Ca, K) tendo assim, varias aplicabilidades na remocao de poluentes [120].

Os topicos subsequentes apresentam estudos realizados visando a eficiéncia
do biocarvao do sabugo de milho, biocarvdo de aguapé e biocarvdo da semente de

uva para extracao de pesticidas em cerveja.

5.8.1. Teste com o biocarvéo do sabugo de milho

Estudos de Ji et al., 2020 [120] avaliaram a eficiéncia do biocarvéo de sabugo
de milho para adsor¢éo de poluentes arométicos como PAHs em amostras de agua e
verificaram boa capacidade de adsorcdo resultantes das interagdes ™ — T da

superficie do adsorvente com a estrutura dos analitos.

Para o desenvolvimento desse trabalho o biocarvao do sabugo de milho foi
obtido através da pirélise em uma temperatura de 400 °C. Dentre suas

caracterizacdes, o biocarvao ativado com acido e base (BCA) apresentou anions de
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carga negativa favoraveis a adsorcado de pesticidas catibnicos através da atracao
eletrostatica, além da presenca de grupos acidos em sua estrutura e alguns grupos
funcionais como &cido carboxilico, carbonila, grupos alquilas e uma estrutura

heterogénea com elevadas quantidades de carbonos [121].

O BCA também foi caracterizado pela presenca de silicio favorecendo adsorcéo
com compostos polares e uma area superficial de 99,59 m? g com volume dos poros

de 0,265 cm? g que é capaz de favorecer adsor¢do para os analitos em estudo [121].

Inicialmente a analise de adsor¢céo dos pesticidas ao biocarvao foi avaliado ao
método otimizado para o C18 e reduzindo a quantidade do adsorvente.
Posteriormente, foram otimizadas as condi¢cdes para o BCA variando os parametros
de proporcdo da mistura de solventes e tipo do solvente de eluicdo que fosse mais

favoravel para adsorcéo dos pesticidas em estudo nesse adsorvente alternativo.

5.8.1.1. Selecao da quantidade do biocarvao de sabugo de milho

A selecdo da quantidade do BC foi avaliada de forma a verificar eficiéncia de
extragcdo ao reduzir a quantidade do adsorvente, visto que suas caracterizagbes
mostraram presenca de grupos funcionais e elevada porosidade que
consequentemente, poderia favorecer capacidade de retencdo ao utilizar uma menor
guantidade desse adsorvente sem possivelmente comprometer nos ensaios de

recuperacao.

Conforme € apresentado na Figura 19, procurou-se avaliar a eficiéncia de
adsorcao ao utilizar as quantidades de 150, 100 e 75 mg do biocarvao.
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Figura 19- Percentuais de recuperacdo (n=3) dos pesticidas estudados com
nivel de fortificacdo de 1 ug mL™1, utilizando 150, 100 e 75 mg de biocarvdo com 3 mL

de MeOH:DCM (90:10 v/v), como solvente de elui¢éo.
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A adsorcao dos pesticidas atingiu melhores valores de recuperacéo ao utilizar
uma maior quantidade de adsorvente, possivelmente devido a cobertura de saturacéao
nos locais de adsorcédo [122]. A presenca de grupos polares (grupos hidroxila e
carboxila) no BC (observado por Espectroscopia no Infravermelho por Transformada
de Fourier - FTIR) deve promover a adsorc¢ao de pesticidas com alta polaridade sendo
suportados na superficie sorvente. Além disso, a interagdo TT-T1 entre o carbono
aromatico do BC e os anéis de piridina das moléculas de imidacloprido e acetamiprido
pode bloguear e impedir que outras moléculas acessem o sitio de ligagdo na superficie
externa do BC, resultando em capacidades de adsorgdo menores [121].

E perceptivel observar que ao empregar o BC utilizando as condicdes
otimizadas para o C18 (150 mg/3 mL MeOH:DCM 90:10) apenas 7 dos 22 analitos
tiveram recuperacgéo entre 70 — 120%. Dentre esses pesticidas, o propanil, malationa,
epoxiconazol, diurom e azoxistrobina apresentaram bons valores de recuperacao e
isso pode esté relacionado ao fato de serem compostos de polaridade intermediaria e

apresentarem grupos favoraveis para ocorrer ligacdo de hidrogénio com a superficie
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do BC, além de ndo apresentarem impedimentos estéricos capazes de dificultar no

processo de adsorc¢ao.

A simazina, atrazina, Iufenurom, flutriafol e imidacloprido apesar de
apresentarem grupos favoraveis para a ocorréncia de ligacédo de hidrogénio e do tipo
T - T recuperaram ligeiramente proximo a faixa o que pode esta relacionado a

dificuldade de adsorcédo devido ao impedimento estérico de suas estruturas.

Pequenas recuperagbes para o tiametoxam, haloxifope, esfenvalerato,
acetamiprido, carbendazim, tiofanato-metilico e deltametrina podem esta relacionada
a presenca dos anéis aromaticos em suas estruturas favorecendo interacées mais
fracas do tipo m — 11, além do processo de adsorcao ter sido influenciado pelo

impedimento estérico.

Logo, ao reduzir a quantidade de BC ocorreu também uma reduc¢éo do numero
de recuperacao para os analitos indicando dessa forma que a diminuicdo de sitios

para adsorcéo dificultou a ligacdo dos analitos na superficie do adsorvente.

Devido ao baixo quantitativo de analitos com valores de recuperacdo na faixa
gue € estabelecido pela ANVISA, foi elevado o volume do solvente de elui¢do para 10

mL conforme é apresentado na Tabela 9.
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Tabela 9: Percentuais de recuperacao e desvio padrao relativo (RSD %) na condicéo
de 150 mg de biocarvdo do sabugo de milho, 10 mL de amostra com nivel de

fortificacdo de 1 pug mL* e avaliando os volumes de 3 e 10 mL de MeOH:DCM (90:10,

vIv).
Pesticidas Recuperacédo + RSD%
3 mL 10 mL
Simazina 597 58 +15
Terbufés 105+4 52+ 4
Tiametoxam 37+£10 32+14
Malationa 830 61+18
Propanil 82+11 79+7
Clorpirifés 58 £ 10 50+ 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 5017
Atrazina 609 53+14
Haloxifope 52+5 36+21
Ametrina 64 +£3 61+19
Esfenvalerato 501 48 £ 10
Acetamiprido 55+9 63 + 15
Diurom 817 79+9
Carbendazim 5+£3 5+4
Tiofanato-metilico 23+ 14 17+21
Imidacloprido 672 67 +17
Deltametrina 504 53+6

As caracteristicas do biocarvdo mostraram que esse adsorvente apresenta em
sua estrutura tanto grupos de cadeias alquilicas quanto grupos funcionais com a

presenca do oxigénio. Portanto, o processo de adsor¢cdo podera ocorrer de diversas
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maneiras através de interacOes eletrostaticas, ligacbes de hidrogénio, interagédo 1T —

11, dentre outras [120].

Os resultados obtidos mostraram que para esse biocarvdo apenas 7 dos 22
pesticidas apresentaram recuperagao entre 72 + 2% - 105 + 4% e a medida que
aumentou o volume de eluigdo ocorreu uma reducdo na recuperacédo da maioria dos
analitos, indicando que possivelmente uma maior quantidade de solvente né&o

favoreceu maior eluicéo.

Por sua vez, foi verificado um maior nimero de recuperacdo 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 eluicao

Inicialmente foi variada a proporcdo de solvente de forma que viesse a
apresentar uma forca 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 intermediaria,
respectivamente, seriam capazes de eluir melhor os analitos em estudo. Todas as
condicBes avaliadas foram realizadas utilizando 150 mg do biocarvéo e os resultados

obtidos estédo apresentados na Figura 20.
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Figura 20- Comparacdo dos percentuais de recuperacdo (n=3) dos pesticidas
estudados com nivel de fortificacdo de 1 ug mL™?, utilizando 150 mg do biocarvédo do

sabugo de milho e 3 mL de diferentes solventes de eluigéo.
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Ao variar a proporcéo dos solventes a forca de eluicdo passou a ser 0,58
(MeOH:DCM 60:40, v/v) e 0,52 (MeOH: DCM 50:50, v/v) e apenas o terbufés,
clorpirifés e abamectina tiveram recuperacfes na faixa 70 — 120%. Ressalta-se que
da mesma forma que ocorreu ao utilizar o C18 como adsorvente, o diclorometano
favoreceu a recuperacéo do clorpirifés da mesma forma que também apresentou bom
percentual de recuperacéo ao ser eluido com o acetato de etila. Confirmando assim
que esse analito € melhor eluido na presenca de um solvente de polaridade
intermediaria. Mas em contrapartida esses solventes avaliados nédo foram adequados

para os demais pesticidas.

A acetonitrila € um solvente polar bastante utilizado e o acetato de etila é um
solvente com propriedades moderamente polares, sendo assim um bom solvente de
extracdo [123]. Os resultados obtidos mostraram que utilizar esses solventes néo foi
adequado para favorecer a recuperagcdo de um maior niumero de pesticidas, indicando
dessa forma que devido aos compostos avaliados apresentarem grupos aminas,

acidos carboxilicos e heteroatomos de oxigénio facilmente podem formar ligacédo de
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hidrogénio com a superficie do adsorvente e dessa forma gerar uma sorcao

irreversivel desses analitos.

Além disso, uma segunda possibilidade é o fato do biocarvao ser oriundo de
milho assim como a propria matriz analisada e isso pode ter favorecido a baixa
adsorcdo para os analitos através da competicdo existente entre constituintes da
matriz e do adsorvente. Logo, foi necessario avaliar um outro biocarvao pertencente
a outra biomassa para verificar qual seria 0 comportamento dos pesticidas perante

esse adsorvente.

5.8.2. Teste com biocarvao de aguapé como adsorvente alternativo

Dentre as caracteristicas apresentadas pelo biocarvdo de aguapé obtido em
uma temperatura de pirolise de 400 °C destaca-se a presenca de diversos minerais e
grupos funcionais indicando uma elevada aromaticidade e assim, elevadas
funcionalidades, além de uma ampla area superficial com poros irregulares e fibrosos

que favorece o poder de adsorcao para esse adsorvente [124].

Para o biocarvao de aguapé as condicdes avaliadas foram as mesmas vistas
anteriormente com o biocarvao do sabugo de milho em termos de variacdo de solvente
de eluicao. Inicialmente buscou verificar o comportamento dos pesticidas em presenca
desse biocarvao na condicdo otimizada para o C18 e aumentando o volume do
solvente de eluicédo. Os resultados obtidos estdo dispostos na Tabela 10.
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Tabela 10: Percentuais de recuperacéao e desvio padréo relativo (RSD %) na condicéo
de 150 mg de biocarvao de aguapé, 10 mL de amostra com nivel de fortificacdo de 1

g mL* e avaliando os volumes de 3 e 10 mL de MeOH:DCM (90:10, v/v).

Pesticidas Recuperagéo + RSD%
3 mL 10 mL
Simazina 53+2 50+6
Terbufés 114+ 8 103+ 11
Tiametoxam 13+12 20+ 12
Malationa 65+ 13 650
Propanil 832 91+3
Clorpirifés 637 70£5
Carbossulfano 3+75 3+12
Epoxiconazol 81+1 8910
Abamectina 116 +1 90+2
Lufenurom 655 788
Flutriafol 3517 3812
Azoxistrobina 677 72+1
Atrazina 38+6 395
Haloxifope 14 +3 18+21
Ametrina 54+5 60+ 3
Esfenvalerato 635 73+8
Acetamiprido 50+14 58 £ 17
Diurom 85+3 92+4
Carbendazim 5+£8 5+4
Tiofanato-metilico 23+15 26+ 4
Imidacloprido 65 + 13 69 + 15
Deltametrina 61+3 708

Os resultados mostraram que ocorreu uma maior adsor¢ao dos pesticidas com
o biocarvao de aguapé, sendo que grande parte dos analitos que favorecem ligacao
de hidrogénio tiveram bons valores de recuperacéo e isso pode esta relacionado a

variedade de grupos funcionais presentes no biocarvao.
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Ressalta-se que o clorpirifos e deltametrina apresentaram recuperacao de 70 +
5% e 70 + 8% respectivamente, a medida que aumentou o volume de eluente e a
deltametrina ndo vinha apresentando boas recuperagbes ao utilizar adsorventes
comerciais o que indica que a elevada porosidade do BC também favoreceu a
adsorcao para esses analitos, além do maior volume de eluente ter sido capaz de eluir

melhor esses compostos.

E valido ainda ressaltar que a grande aromaticidade apresentada por esse
adsorvente juntamente com os grupos funcionais presentes € um fator positivo para

garantir uma maior adsor¢cdo com a estrutura dos pesticidas [125].

Portanto, buscou seguir os demais estudos com esse biocarvao utilizando a
condicdo de menor volume de solvente de eluicdo visto que foi suficiente para

recuperar uma boa parte dos analitos.

5.8.2.1. Teste com modificagc&o no solvente de eluicéo

Para o biocarvdo de aguapé também foram avaliadas as propor¢cdes de
solvente assim como qual permitiria apresentar melhores percentuais de recuperagao
através da eluicdo de um maior numero de analitos. Os resultados obtidos estéo

apresentados na Figura 21.
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Figura 21- Comparacdo dos percentuais de recuperacdo (n=3) dos pesticidas
estudados com nivel de fortificacdo de 1 ug mL%, utilizando 150 mg do biocarvéo de

aguapé e 3 mL de diferentes solventes de eluigéo.
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Com base nos gréaficos apresentados é possivel verificar que as melhores
condi¢cOes obtidas para esse biocarvao foram ao variar a proporcdo de solvente, no
qual tanto ao utilizar metanol/diclorometando (MeOH:DCM) na proporcéo 60:40 e
50:50 foi possivel obter elevados valores de recuperacao para 14 dos 22 pesticidas
avaliados. Ou seja, elevar a proporcao de DCM favoreceu a recuperacdo de mais
analitos e isso pode esta relacionado ao fato desse solvente ser de polaridade
intermediaria assim como grande parte dos analitos, além do biocarvao ter favorecido

a adsorcao para esses pesticidas.

Utilizando a acetonitrila apenas o terbufds, propanil, epoxiconazol, abamectina
e lufenurom tiveram recuperacdes aceitaveis no qual, a polaridade desse solvente foi
capaz de eluir melhor esses compostos. Enquanto que ao utilizar acetato de etila como
eluente favoreceu melhores recuperacdes para esses analitos e para o clorpirifés
indicando dessa forma que a melhor maneira em conseguir realizar a quebra da
ligacdo desse analito com a superficie do adsorvente seria na presenca de um
solvente de polaridade intermediaria.

Logo, foi possivel constatar que a melhor condigédo para o biocarvao de aguapé
seria utilizar uma mistura de solventes. Como forma de escolher a op¢ao 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 condicdo de metanol/diclorometano 60:40. Em
seguida, avaliou-se o aumento do volume de solvente em relacdo a possibilidade de

eluir mais analitos e os resultados obtidos estdo na Tabela 11.

Tabela 11: Percentuais de recuperacgéo e desvio padréo relativo (RSD %) na condig&o
de 150 mg de biocarvéo de aguapé, 10 mL de amostra com nivel de fortificacdo de 1
ug mL? e avaliando os volumes de 3 e 10 mL de MeOH:DCM (60:40, v/v).

Pesticidas Recuperacédo + RSD%
3mL 10 mL
Simazina 69+1 677
Terbufos 120+ 2 106 £ 5
Tiametoxam 29+1 33+14
Malationa 101 +£10 95+9
Propanil 91+5 965
Clorpirifés 77+1 90+ 9
Carbossulfano 1+19 1+35
Epoxiconazol 9+6 9+6
Abamectina 87+11 91+4
Lufenurom 738 827
Flutriafol 56 + 17 63 + 19
Azoxistrobina 927 957
Atrazina 55+ 16 64 + 14
Haloxifope 27+£5 20+ 19
Ametrina 81+6 84 +11
Esfenvalerato 7114 70+4
Acetamiprido 65+ 18 77+8
Diurom 1015 100+ 4
Carbendazim 517 5+£3
Tiofanato-metilico 49+ 4 47 £ 18
Imidacloprido 835 87+3
Deltametrina 71+£9 767

Com um maior volume de eluente ocorreu aumento nos valores de recuperacao
para alguns analitos, favorecendo a recuperacao para o acetamiprido que passou a

ser acima de 70%. Mas, optou-se por considerar como adequado utilizar a condigéo
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de 3 mL de eluente visto que mesmo com um menor volume do eluente ainda foi
possivel obter valores de recuperacao na faixa estabelecida pela ANVISA para 13 dos

22 pesticidas avaliados.

Devido as propriedades e capacidade de adsorcédo apresentadas pelo
biocarvédo da semente de uva, também foi avaliado se esse adsorvente era adequado

para esses analitos e o0s resultados obtidos estéo presentes no topico subsequente.

5.8.3. Avaliacao do biocarvado da semente de uva

Estudos de Babhri et al., 2012 avaliaram a eficiéncia do biocarvao obtido da
semente de uvas para adsorcdo do diurom em amostras de agua e os resultados
mostraram que devido a elevada superficie porosa e grupos funcionais presentes

nesse material foi favoravel para adsorcao desse pesticida [126].

Devido a elevada area superficial (114,42 m?.g1), volume dos poros de 0,24
cmi.gt e presenca de grupos acidos e basicos em sua superficie que favorecem o
poder de adsorcao do biocarvao da semente de uva [127], foi feito um comparativo de
eficiéncia com a condi¢cdo otimizada para o biocarvdo de aguapé (150 mg_3 mL
MeOH:DCM 60:40, v/v) e os resultados obtidos estdo na Figura 22.
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Figura 22- Comparacdo dos percentuais de recuperacdo (n=3) dos pesticidas
estudados com nivel de fortificacdo de 1 uyg mL%, utilizando 150 mg do biocarvéo de
aguapé e semente de uva e 3 mL de MeOH:DCM (60:40, v/v).
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Os resultados mostraram que com o biocarvdo da semente de uva apenas o
terbufés, clorpirifés, abamectina e lufenurom tiveram recuperacfes acima de 70% e
isso pode ter relacdo com o ponto de carga zero desse biocarvao no qual a superficie
sera protonada e dessa forma ira favorecer a adsorcdo para esses analitos ja que
apresentam um pKa mais elevado que caracteriza como acidos fracos e produzem
bases conjugadas fortes com grande capacidade de aceitar prétons provenientes da
superficie desse biocarvdo [128]. Além de ter favorecido melhores valores de

recuperagao para os compostos apolares, com excecao dos piretréides.

Apesar das caracteristicas desse biocarvdo mostrarem presenca de grupos
funcionais carbonilicos (cetona e aldeidos), elevada area superficial e volume de
poros, conforme foi mencionado anteriormente, ndo foi possivel obter melhores
capacidades de adsorcéo para esses analitos ou o eluente utilizado ndo apresentou

forca suficiente para quebrar a ligacdo desses compostos com a superficie do
biocarvao.

Portanto, o biocarvdo de aguapé atuou como um material adsorvente para 22

pesticidas sendo que 14 deles apresentaram recuperagéo na faixa de 70 — 120%.
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Da mesma forma que foi avaliado para o adsorvente C18, foi necessario avaliar
o branco do biocarvao de aguapé, conforme mostra a Figura 23.

Figura 23- Cromatogramas do branco do extrato de cerveja por SPE, utilizando 150

mg do biocarvao de aguapé, 10 mL de amostra e 3 mL de MeOH:DCM (60:40, v/v).
Para condic¢des instrumentais de analise, ver topico 5.2.
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1-simazina; 2-terbufés; 3-tiametoxam; 4-malationa; 5-propanil; 6-clorpirifés; 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-metilico; 21-
imidacloprido; 22-deltametrina.

Avaliando os cromatogramas do branco apesar de apresentar alguns picos
intensos, mostrou-se mais limpo do que em relagdo ao C18 (topico 5.7, Figura 18).
Esses picos ndo estdo exatamente no mesmo tempo de retencdo dos analitos, mas

apresentam proximidade de tempo com alguns dos pesticidas avaliados.

Portanto, em decorréncia da capacidade de ter fornecido excelentes resultados
com esse biocarvao, o mesmo foi escolhido para seguir durante a etapa de validacéo

do método e a condicao otimizada para o procedimento de extracdo esta apresentado
na Figura 24.
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Figura 24: Fluxograma com a condicdo otimizada para o procedimento de extracao

dos analitos.
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5.9. Validacdo do Método Analitico

O objetivo da validag&o € demonstrar que o método analitico produz resultados
confiaveis e é adequado a finalidade a que se destina. Para isso devem ser avaliados
alguns requisitos que séo pré-estabelecidos por algumas instituicdes como INMETRO
e ANVISA [79,129]. Alguns desses parametros de validacdo como linearidade,
sensibilidade, efeito matriz, exatiddo, precisdo, limite de deteccdo e limite de
quantificacdo foram avaliados e os resultados estdo apresentados nos topicos

subsequentes.

5.9.1. Linearidade e sensibilidade

A linearidade relaciona-se a capacidade do método em produzir resultados
diretamente proporcionais a concentracdo do analito dentro de um intervalo
especificado. A quantificagdo das espécies de interesse por LC-MS foi realizada
através de uma padronizacdo externa. Através da afericdo da massa dos padrdes
sélidos, foram preparadas solugbes estoque de 10 pg mL?* em metanol. A partir
dessas solucdes, foi preparada uma solucdo intermediaria contendo a mistura das
espécies de interesse na concentracéo de 0,1 ug mL* e, em seguida, foi diluida para
0,01 pg mLt em 5 mL e posteriormente, foram feitas diluicdes sucessivas para o

preparo das concentracfes da curva analitica.
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Para os pontos da curva analitica foram preparadas as solucdes na
concentracéo de: 0,001; 0,0025; 0,005; 0,01; 0,025; 0,05; 0,1; 0,25; 0,5; 0,75 e 1 ug
mL-1. Essas concentracdes foram preparadas a partir de diluicdes da concentracdo de
1 ug mL* e para as concentracdes mais baixas foram diluidas a partir da solucédo de
0,1 ug mL. A linearidade foi obtida pela construcdo da curva analitica, utilizando 11

pontos, a qual foi injetada em triplicata.

De acordo com a ANVISA (2003), o coeficiente de determinacdo da reta (r?)
deve ser maior que 0,99. Para o INMETRO (2010) considera como aceitavel o
coeficiente maior que 0,9. Neste caso, 0s analitos apresentaram linearidade dentro
dos parametros estabelecidos.

A Tabela 12 mostra os resultados apresentando a equacdo da reta, o
coeficiente de determinacao e o intervalo de concentracéo para cada analito na curva

no solvente.

Tabela 12- Equacédo da reta e coeficiente de determinacéo (r?) dos pesticidas
estudados.

. Intervalo de
. . ~ Coeficiente de ~
Pesticida Equacédo de regresséao ; ~ 2 concentracéo

determinacéo (r?) %

(bg mL™)

Simazina Y = 7.108x + 207802 0,995 0,001-1
Tiametoxam Y =6.10%x + 192552 0,996 0,005-1

Malationa Y =2.107x + 341836 0,998 0,001-0,5
Propanil Y =3.108x + 174362 0,997 0,001-1
Clorpirifés Y = 3.108x - 27327 0,984 0,005-1
Carbossulfano Y = 6.108x + 12046 0,999 0,05-1

Epoxiconazol Y = 8.108x - 52664 0,999 0,0025-1
Lufenuron Y = 1. 108x — 19085 0,999 0,001-1
Flutriafol Y = 7.108x + 246370 0,994 0,001-1
Azoxistrobina Y =3.107x + 525861 0,997 0,001-1
Atrazina Y =9.10% + 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 = 3.10%x + 555,12 0,999 0,005-1
Acetamiprido Y = 1.107x + 317952 0,996 0,001-1

Diurom Y = 6.10%x + 191223 0,990 0,001-1
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Tabela 12: Continuacao

Carbendazim Y =9.107x + 684800 0,992 0,001-0,1
Tiofanato-metilico Y =2.10'x + 373166 0,989 0,001-1
Deltametrina Y = 3,63241.106x -13373,3 0,998 0,0025-1

A sensibilidade é medida através da equacéo da reta ao avaliar o coeficiente
angular da regresséo linear e quanto mais elevado for esse valor, indica 0 quanto o
meétodo é sensivel para avaliar aquele analito. Assim, analisando o coeficiente angular
de cada uma das equacdes € possivel observar que o método foi sensivel para a
maioria dos compostos no qual apresentou maior sensibilidade de resposta para o
carbendazim e menor sensibilidade para identificagéo do haloxifope.

Com base nas concentracdes utilizadas e respostas obtidas ao trabalhar com
a curva analitica pode-se notar que o método LC-MS foi sensivel o bastante para
estudo dos pesticidas nesse intervalo de concentracdo. Dessa forma, o método
permite uma resposta nesse intervalo de concentracdo entre 1 a 1000 ug L%,
possibilitando dessa forma verificar a presenca dos residuos em concentracdes

menores dentro do intervalo que foi avaliado.

5.9.2. Seletividade (Efeito Matriz)

A seletividade do método analitico deve ser demonstrada por meio da
capacidade de identificar ou quantificar o analito de interesse em meio a presenca de
interferentes oriundos da amostra [79]. Uma forma de avaliar essa seletividade é
verificando o efeito matriz, no qual avaliara se possiveis interferentes podem aumentar
ou suprimir o sinal analitico [79,129,130].

O efeito matriz é um parametro de extrema importancia que deve ser avaliado
através da razdo dos coeficientes angulares da curva no extrato e solvente [79]. As
curvas na amostra foram elaboradas utilizando 50 pL da solucdo padrdo dos
pesticidas em 450 pL do extrato no mesmo intervalo de concentragao que foi utilizado
para avaliar a linearidade.

A razao dos coeficientes angulares (RCA) é avaliado de forma que se for igual

a 1 indica que ndo ha efeito matriz pronunciado e dessa forma, o método é seletivo.
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Quando RCA < 1 ocorre uma supresséo 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
supresséo dos sinais para maioria dos analitos, com excec¢ao o lufenurom, no qual

apresentou um RCA =1 indicando dessa forma que n&do ocorreu um efeito matriz.
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Tabela 13- Intervalo de concentracdo, equacdes da reta para o extrato da matriz e solvente, coeficientes de determinacéo e razdes

entre coeficientes angulares para os pesticidas.

Extrato da Matriz Curva no Solvente
Analito Intervalo de  Equac&o da Reta r2 | Equacédo da Reta rz RCA
concentragcao
ug mL

Simazina 0,025-1 y = 3.10% — 45675 0,998 | y = 7.108x + 207802 0,995 0,47
Tiametoxam  0,05-1 y = 3.10% + 55768 0,998 | y = 6.105x + 192552 0,996 0,5
Malationa 0,1-1 y =2.10%x + 123281 0,996 | y =2.10"x + 341836 0,998 0,15
Propanil 0,1-1 y = 2.10%x + 50286 0,996 | y = 3.108x + 174362 0,997 0,66
Clorpirifos 0,1-1 y =1.108x — 132761 0,988 |y = 3.108x — 27327 0,984 0,66
Carbossulfano 0,025-1 y = 4.10% + 12779 0,996 | y = 6.105x + 12046 0,999 0,66
Epoxiconazol 0,05-1 y =5.108x + 23595 0,997 | y = 8.10%x — 52664 0,999 0,62
Lufenurom 0,05-1 y =1.10% - 4377.6 0,996 | y = 1.105x — 19085 0,999 1
Flutriafol 0,025-1 y =3.105%x — 21776 0,997 | y = 7.10% + 246370 0,994 0,42
Azoxistrobina 0,005-1 y =2.10"x + 137881 0,998 | y =3.10'x + 525861 0,997 0,66
Atrazina 0,05-1 y =4.10x + 31231 0,998 | y = 9.108x + 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 =2.10"x + 269098 0,999 0,5
Esfenvalerato 0,025-1 y =2.10%x + 62016 0,995 | y = 3.10%x + 555.12 0,999 0,66
Acetamiprido 0,025-1 y =6.105x + 128321 0,999 |y =1.10"x + 317952 0,996 0,6
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Diurom 0,01-1
Carbendazim 0,0025-0,25
Tiofanato-metilico 0,0025-1
Deltametrina 0,025-1

y = 3.108x + 18940
y = 3.107x + 61267
y = 6.10%x + 12227
y = 3.108x + 14476

0,998
0,990
0,998
0,995

y =6.10%x + 191223
y = 9.107x + 684800
y =2.107x + 373166
y = 5.10%x — 42697

0,990
0,992
0,989
0,998

0,5
0,33
0,3
0,6
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Os resultados mostraram um efeito matriz intenso com supressao dos sinais de
até 85%. Tais resultados podem estar relacionados ao fato de aparecer interferentes
do adsorvente assim como compostos da prépria matriz préximo ao tempo de
retencdo dos analitos os quais acabaram competindo em termos de respostas com 0s

analitos em estudo.

Essa hipdtese pode ser confirmada ao verificar o extrato branco para alguns
desses analitos onde verifica sinais proximos ao tempo de retencdo do analito da
mesma forma que os espectros de massas confirmam a presenca de interferentes

com relagdo m/z ligeiramente préximas aos analitos.

O malationa (m/z 348) foi o analito que apresentou um efeito matriz mais
intenso indicando elevada supressdo de sinal. Ao verificar o cromatograma de
corrente total de ions (TICC) em modo positivo (Figura 25 (A)) foi constatada a
presenca de sinais cromatograficos (1 e 2, respectivamente) com relagdo m/z e tempo

de retencao proximo ao analito (Figura 25 (B)), o que justifica o efeito matriz negativo.

Figura 25 — Cromatograma da corrente total de ions em modo positivo (A) e
espectro de massas (B) obtidos a partir da andlise em modo varredura do extrato
branco de cerveja por SPE utilizando 150 mg de biocarvao de aguapé, 10 mL de

amostra e 3 mL de metanol e diclorometano (60:40, v/v).

Inten.

(x10,000,000) 29 B
25 R A 352,20
V] 344.15'346,15) 348, )

O i 1 — lllgglgl_'rzslll 1
3450 3475 3500 mhz
0_,1 L] L 1 LI LI I ' ' T L | LI v

0,0 50 10,0 150  min

Além disso, uma das causas relacionadas a supressao de sinal e assim um
elevado efeito matriz esta relacionado ao espaco limitado na superficie das goticulas
produzidas na fonte de ions do ESI nos quais o0s constituintes da matriz podem superar
0os analitos para determinada carga ou lugar na superficie. Consequentemente, o

aumento da viscosidade ou tenséo superficial causada pela matriz acaba inibindo o
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solvente de evaporacédo de forma que algumas substancias néo volateis da matriz

acabem coprecipitando o analito antes da formacao dos ions gasosos [131].

5.9.3. Exatidao e Precisao

A exatiddo de método analitico deve ser obtida pelo grau de concordancia entre
0s resultados individuais do método em estudo em relagcdo a um valor aceito como
verdadeiro e deve ser verificada contemplando o intervalo linear com concentracdes

baixas, médias e altas em no minimo trés replicatas em cada nivel [79].

Para os testes de exatiddo e precisdo foram avaliados trés nives de
concentracdo, em quintuplicata, dentre os presentes na curva analitica de forma a
verificar os menores valores de concentracdo para cada analito. Foi verificado em
termos das concentracfes mais baixas devido ndo existir legislagdo que indique o
LMR de pesticidas para cerveja e assim, é necessario desenvolver um método que

seja sensivel o suficiente para determinar a presenca desses residuos.

Uma vez que para otimiza¢do do método de extracdo por SPE os testes foram
desenvolvidos utilizando um nivel de fortificacdo de 1 pg mL?, para assegurar a
eficiéncia de extracdo os testes de exatiddo foram realizados em concentracbes
baixas: (0,0025; 0,005; 0,01 ug mL™1), (0,01; 0,025; 0,05 ug mL1), (0,025; 0,05; 0,1 ug
mL1), (0,1; 0,25; 0,5 ug mL!) a depender da resposta do analito na faixa linear da

curva.

A Tabela 14 apresenta os trés niveis de fortificacdo para cada analito, assim
como o percentual de recuperacdo e desvio padrdo relativo obtido através das

condi¢Bes otimizadas.
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Tabela 14- Valores de Recuperacdo média (%) e desvio padrao relativo (DPR %)

avaliados para o ensaio de exatidao e precisao realizados para validagéo.

Pesticida Nivel de fortificacdo(ug mL*) Recuperacdo (%) DPR (%)
Simazina 0,1 59 9
0,25 64 4
0.5 63 5
Tiametoxam 0,1 25 6
0,25 33 5
0,5 35 7
Malationa 0,1 81 9
0,25 84 3
0,5 89 5
Propanil 0,0025 91 6
0,005 89 2
0,01 87 4
Clorpirifés 0,025 93 6
0,05 88 3
0,1 87 2
Epoxiconazol 0,1 89 4
0,25 93 2
0,5 94 1
Lufenurom 0,01 83 7
0,025 73 6
0,05 76 4
Flutriafol 0,1 51 10
0,25 60 7
0,5 55 7
Azoxistrobina 0,01 81 5
0,025 85 3
0,05 77 2




Tabela 14: Continuacgéo
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Atrazina 0,025 53 7
0,05 56 5
0,1 52 7
Haloxifope 0,1 18 14
0,25 26 19
0,5 19 15
Ametrina 0,1 72
0,25 82 3
0,5 89
Esfenvalerato 0,1 80 12
0,25 68 4
0,5 81 4
Acetamiprido 0,1 68 8
0,25 72 4
0,5 76 3
Diurom 0,025 88 4
0,05 94 3
0,1 102 5
Carbendazim 0,0025 44 6
0,005 61 4
0,01 66 6
Tiofanato-metilico 0,0025 34 2
0,005 38 8
0,01 50 8
Deltametrina 0,1 69 9
0,25 67 4
0,5 3

77
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Como base nos testes de exatiddo grande parte dos pesticidas apresentaram
recuperacdo acima de 70% e com desvio padrdo relativo de até 20% conforme é
estabelecido pela ANVISA [79]. Os pesticidas malationa, propanil, clorpirifés, epoxiconazol,
lufenurom, azoxistrobina, ametrina, esfenvalerato, acetamiprido e diurom mostraram exatos
para os trés niveis de fortificacdo com percentual de recuperagao entre 66 — 102%. Alguns
pesticidas como a simazina, tiametoxam, flutriafol, atrazina, haloxifope e tiofanato — metilico

apresentaram valores de recuperacédo abaixo de 70%, mas ainda tiveram RSD de até 20%.

A precisao relaciona a proximidade de concordancia entre os valores medidos
obtidos por medicdes replicadas sob condicbes especificas no qual também busca
relacionar ao erro de medicdo e é expressa como desvio padrdo relativo (RSD) ou

coeficiente de variacédo (CV) sendo menor que 20% [78,130].

Para isso foram avaliados em quintuplicata a precisado intradia (repetibilidade) que é
avaliada dentro da execucao utilizando de um mesmo operador, mesmo método, mesmo
laboratério, mesmo equipamento e com ensaios avaliados durante o mesmo dia de

trabalho.

Para precisdo intermediaria também busca utilizar do mesmo operador, método,
laboratério, equipamento, mas com ensaios realizados em dias distintos, nao
necessariamente consecutivos. Para esse teste foi utilizado o nivel 2 de concentracao
(segunda linha dos testes de exatiddo da Tabela 14) e os ensaios foram realizados em

quintuplicata em trés dias n&o consecutivos.
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Tabela 15- Valores de Recuperacdo média (%) e desvio padrao relativo (DPR %) avaliados

para ensaio de preciséo intradia e interdia realizados para validagao.

Pesticidas Preciséo Intradia (%) Preciséo Interdia (%)
(n=5) (n =15)
Simazina 64 +4 66 +4
Tiametoxam 335 34+3
Malationa 84+3 874
Propanil 89+2 89+3
Clorpirifés 883 885
Epoxiconazol 93+2 934
Lufenurom 736 77+3
Flutriafol 607 60+5
Azoxistrobina 85+3 854
Atrazina 565 59+5
Haloxifope 26 £19 21+3
Ametrina 82+3 84+3
Esfenvalerato 68 £ 4 68 + 4
Acetamiprido 734 755
Diurom 94 +3 95+2
Carbendazim 61+4 61+4
Tiofanato-metilico 38+8 46 + 9
Deltametrina 674 674

Avaliado o desvio padréo relativo ndo h& alterages significativas nos resultados
guando 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
gue avaliando a precisao intermediaria em dias distintos ainda apresentaram RSD < 20%

confirmando assim que o método é reprodutivel.
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5.9.4. Limite de deteccao (LD) e limite de quantificacéo (LQ)

O limite de deteccao (LD) busca verificar a menor quantidade do analito presente na
amostra que pode ser detectado, mas nao quantificado. Esse valor pode ser estimado
através do método visual, relacdo sinal-ruido ou em parametros da curva de calibracdo
[78,79].

Enquanto que o limite de quantificacdo (LQ) é a menor quantidade de um analito
presente em uma amostra que pode ser determinada com precisdo e exatidao aceitaveis.
A determinacdo desse parametro 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
calibracéo utilizando das equacdes (1) e (2) resultantes dos estudos de Kruve et al., 2015
[78]. No qual s € a estimativa do desvio padréo linear e S é em relacdo ao coeficiente

angular da curva analitica.

S
(1) LD =33.¢
S
2) LQ =10 ¢

As estimativas do desvio padrao (s) foram calculadas empregando as respostas
obtidas nas menores concentracdes do ensaio de exatiddo, enquanto que os coeficientes
angulares utilizados foram obtidos a partir das equacdes da reta preparados nos extratos

da matriz no estudo da seletividade do método [78, 82].

Como nao existe legislacao indicando o LMR de pesticidas para cerveja, buscou
avaliar esses limites de forma
a obter o mais baixo possivel para detectar e quantificar a presenca desses analitos nessa

matriz. Os valores de LD e LQ estdo expressos na Tabela 16.
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Tabela 16- Valores de limite de deteccao e quantificacdo obtidos pelo método da curva de

calibragdo com concentragdo em pg mL *.

Pesticidas Limite de Deteccéao Limite de Quantificagao
(ug mL) (Hg mL)

Simazina 0,0212 0,0644
Tiametoxam 0,0246 0,0746
Malationa 0,0330 0,1000
Propanil 0,0126 0,0381
Clorpirifés 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 — metilico 0,0099 0,0299
Deltametrina 0,0345 0,1045

Portanto, é possivel observar que os valores de LD variam entre 0,009 — 0,03 ug mL-
1 e o LQ entre 0,02 — 0,1 pg mLL. Logo, o método desenvolvido permite detectar e

guantificar a presenca desses analitos mesmo que em baixas concentragdes.

Como forma de verificar a eficiéncia do método analitico desenvolvido, foram
comparados alguns parametros com o que tem disponivel na literatura e os dados estédo

disponiveis na Tabela 17.
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Tabela 17- Comparacédo do método proposto com outros métodos analiticos para determinacdo de pesticidas por SPE como método de
preparo de amostras para cerveja.

Método Matriz Pesticidas Grupo quimico Recuperacéo (%) LD/LQ Referéncia
analitico
SPE- GC/MS Cerveja Quinoxifeno Quinolina 66 - 139 0,0002 —0,0005 mg L [62]
Clorfenapir Anélogo de Pirazol
Tebuconazol Triazol
Fenarimol Pirimidinil Carbinol
Piridabem Piridazinona
Dimetomorfe Morfolina
QUEChERS Cerveja Acetamiprido Neonicotinodide 73 -101/ 0,0001 - 0,0007/ [92]
— GC-MS/MS Terbufés Organofosforado 65-103 0,001 — 0,006 pg mL?t
Alacloro Cloroacetanilida
Ametrina Triazina
Atrazina Estrobilurina

Azoxistrobina
Carbofurano
Carbossulfano
Cipermetrina
Deltametrina
Difenoconazol
Esfenvalerato
Flutriafol

Tiametoxam

Carbamato
Piretréide

Triazol




Tabela 17: Continuacdo

Paration metilico

QUEChERS  Cerveja Boscalida
— LC/MS Fluxapiroxade
Mandipropamida

Deltametrina

Anilida 58 -112
Carboxamida
Eter mandelamida

Piretréide

1-200ug kg/
5—-1000 pg kg*

[94]

Ciprodinil Anilinopirimidina
Azoxistrobina Estrobilurina
Pirimifés — metilico Organofosforado
Butoxido de piperonila
SPE - Cerveja Acetamiprido Neonicotinodide 72 - 102 0,009 — 0,03/ *
LC/MS Ametrina Triazina 0,02 -0,1 pg mL*?

Azoxistrobina
Atrazina
Clorpirifés
Deltametrina
Diurom
Epoxiconazol
Esfenvalerato
Flutriafol
Haloxifope
Lufenurom
Malationa
Propanil
Simazina
Tiametoxam

Tiofanato - metilico

Estrobilurina
Organofosfato
Piretréide
Felilamida
Triazol
Ariloxifenoxipropionato
Benzoilureia
Anilida

Benzimidazol

* Método desenvolvido nesse trabalho.
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Os parametros comparados mostram que mesmo utilizando o biocarvdo como
adsorvente alternativo foi possivel apresentar percentuais de recuperagdo satisfatorios,
além de baixos valores de limite de deteccdo e quantificacdo coerentes com o que ja foi
encontrado na literatura, ressaltando assim que realmente o método desenvolvido é

adequado para trabalhar com a matriz cerveja.

5.10. Aplicagdo do método

O método desenvolvido e validado para determinacdo dos pesticidas simazina,
tiametoxam, malationa, propanil, clorpirifés, epoxiconazol, Ilufenurom, flutriafol,
azoxistrobina, atrazina, haloxifope, ametrina, esfenvalerato, acetamiprido, diurom,
carbendazim, tiofanato — metilico e deltametrina foi aplicado em 13 rotulos de cerveja lager
do tipo Pilsen que sé&o consumidas frequentemente no Brasil com o intuito de verificar a

presenca desses analitos.

Os rétulos identificados como R1, R2, R3, R4, R5 e R6 pertencem a cervejaria
AMBEYV (localizada em Sergipe, Sao Paulo, Minas Gerais, dentre outros), o R7, R8, R9 e
R10 pertencentes a cervejaria Heineken (localizada na Bahia, Sdo Paulo, Pernambuco,
dentre outros), o R11 pertencente ao grupo Petrépoles (filial no Rio de Janeiro), o R12
pertencente a cervejaria Cidade Imperial (localizada no Rio de Janeiro, Minas Gerais e S&o

Paulo) e o R13 pertencente a cervejaria Hijos de Rivera (localizada na Espanha).

As treze amostras foram submetidas ao procedimento de extracdo em triplicata
conforme apresentado na secédo 4.10 e andlise por LC-MS realizada em modo de varredura

de ions (SCAN) e monitoramento de ions selecionado (SIM).

Foram avaliados o tempo de reteng&o dos picos presentes na amostra com o tempo
de retencdo destes picos na solucdo padrao dos pesticidas. Também foram avaliados o
branco dos reagentes para verificar se apresentava picos interferentes no mesmo tempo

de retencéo dos analitos (Figura 26).
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Figura 26: Cromatrogramas (A) modo SIM, (B) SCAN para a cerveja R2, (C) SIM para a
solucao conjunta dos pesticidas, (D) SIM para o branco dos reagentes.
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1-simazina; 2-tiametoxam; 3-malationa; 4-propanil; 5-clorpirifés; 6-carbossulfano; 7-epoxiconazol; 8-
lufenuron; 9-flutriafol; 10-azoxistrobina; 11l-atrazina; 12-haloxifope; 13-ametrina; 14-esfenvalerato; 15-
acetamiprido; 16-diurom; 17-carbendazim; 18-tiofanato-metilico; 19-deltametrina.

Sinais intensos foram observados nos cromatogramas de monitoramento de ions
selecionados (SIM) (Figura 26 (A)) e apresentaram no mesmo tempo de retencao de alguns
analitos. Logo, foi calculada a média da area das replicatas para os analitos presentes no
branco da amostra e esse valor foi submetido a equacéo da reta da curva no extrato a fim

de verificar a concentracao do analito.

Avaliando o branco dos reagentes também pode-se observar pequenos picos
interferentes no mesmo tempo de retencdo de alguns analitos como o esfenvalerato,
propanil e epoxiconazol os quais tiveram o valor da area de cada pico subtraido da area

dos picos na amostra.

Contudo, para confirmar se tais picos correspondiam aos respectivos analitos, 0s
extratos foram injetados através de injecdo direta no espectrometro de massas de alta
resolucdo (Exactive Plus Orbitrap Mass Spectrometer), mas ndo foi possivel detectar
residuos desses pesticidas nas amostras avaliadas nas condi¢des estabelecidas para o
desenvolvimento desse meétodo. Alguns estudos desenvolveram métodos que foram
capazes de identificar a presenca de pesticidas na cerveja [9,34,84,85]. O método
desenvolvido nesse trabalho também mostrou eficiente para avaliar a presenca dos

pesticidas em variados rétulos de cerveja.

Portanto, a contaminacao vista nos demais estudos nas amostras de cerveja indica

a importancia de desenvolver métodos para quantificar a presenca de pesticidas nessa
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matriz, além de ressaltar a necessidade de existir uma legislacdo capaz de avaliar a

presenca desses contaminantes que podem afetar ou prejudicar a saude do consumidor.
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6. CONCLUSOES

A otimizacéo das condi¢des instrumentais de analise por meio de um gradiente de
eluicdo (30-100%) composto por metanol:agua (5 mmol Lt de formiato de amonio) com
vazdo de fase mével 0,5 mL min, coluna Shim-pack C18 (150 x 3 mm, 2,5 um) em modo
de monitoramento do ion selecionado permitiu a identificacdo dos pesticidas em um tempo
de andlise de 20 minutos. Logo, a cromatografia liquida juntamente com a espectrometria
de massas se mostrou eficiente na determinacéo dos 22 pesticidas avaliados (abamectina,
acetamiprido, ametrina, atrazina, azoxistrobina, carbendazim, carbossulfano, clorpirifés,
deltametrina, diurom, esfenvalerato, epoxiconazol, flutriafol, haloxifope, imidacloprido,
lufenuron, malationa, propanil, terbufds, tiametoxam, tiofanato-metilico e simazina),

permitindo sinais bem definidos.

Dentre os adsorventes, solventes e condi¢cdes avaliadas a extracdo em fase sélida
utilizando o adsorvente comercial C18 nas condi¢cdes de 150 mg de C18, 10 mL de cerveja
com nivel de fortificacdo de 1 uyg mL* e 3 mL de metanol e diclorometano (90:10, v/v) como
solvente de eluicdo mostrou eficiente na extracdo de 18 pesticidas (abamectina,
acetamiprido, ametrina, atrazina, azoxistrobina, clorpirifés, diurom, epoxiconazol, flutriafol,
haloxifope, imidacloprido, lufenuron, malationa, propanil, terbufés, carbendazim, tiofanato-

metilico e simazina) com recuperacgéo entre 74 + 3% e 110 + 6%.

O biocarvao de aguapé como adsorvente alternativo na condi¢do de 150 mg, 10 mL
de cerveja com nivel de fortificacdo de 1 ug mL* e 3 mL de metanol e diclorometano (60:40,
vlv) como solvente de eluicdo mostrou eficiente na extracdo de 14 pesticidas que
apresentaram recuperacdo na faixa estabelecido pela ANVISA (Abamectina, ametrina,
azoxistrobina, clorpirifés, deltametrina, diurom, epoxiconzol, esfenvalerato, imidacloprido,
lufenurom, malationa, propanil, carbendazim e terbufés) com recuperacao entre 70 = 7% e
120 £ 2%.

O meétodo foi adequado para validacdo desses pesticidas avaliados conforme
parametros estabelecidos pela ANVISA e INMETRO utilizando o biocarvdo de aguapé
como adsorvente alternativo e apresentou linearidade, seletividade, exatiddo e preciséao
coerentes, além de LD entre 0,009 — 0,03 ug mL? e o LQ entre 0,02 — 0,1 ug mL™L.
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O método desenvolvido foi aplicado em 13 rotulos de cerveja, mas nado foram

detectados residuos dos pesticidas estudados nas condicdes estabelecidas para o método.

Portanto, os resultados obtidos evidenciaram a importancia em se desenvolver
métodos analiticos capazes de identificar e quantificar residuos de pesticidas e estabelecer
uma legislacdo 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:

e Propor uma etapa de limpeza para o método de extragao.
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9. APENDICE

Apéndice 1. Relacdo dos percentuais de recuperacéo (R%) e coeficientes de variacdo (CV%) dos adsorventes que foram avaliados
na condigdo de 500 mg, 10 mL de cerveja com nivel de fortificagdo de 1 ug mL* e 5 mL de metanol.

Pesticida Alumina neutra Florisil Silica PSA c18
(R%) (CV%) (R%) (CV%) (R%) (CV%) (R%) (CV%) (R%) (CV%)
Simazina 4% 7% 85% 3% 13% 12% 3% 4% 72% 2%
Terbufés 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%
Clorpirifos 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

Apéndice 1: Continuacao

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-metilico 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%

Apéndice 2: Relacdo dos percentuais de recuperacdo (R%) e coeficientes de variacdo (CV%) na condi¢cdo de 500 mg de C18, 10
mL de cerveja com nivel de fortificacdo de 1 ug mLt e 5 mL de metanol para verificar a influéncia da etapa de secagem do adsorvente.

Pesticida C18 sem secagem C18 com secagem
(R%) (CV%) (R%) (CV%)
Simazina 72% 2% 103% 4%
Terbufés 30% 2% 33% 11%
Tiametoxam 45% 1% 56% 4%
Malationa 72% 5% 91% 2%
Propanil 137% 2% 89% 2%
Clorpirifés 40% 2% 62% 1%
Carbossulfano 5% 1% 10% 1%
Epoxiconazol 66% 1% 108% 11%
Abamectina 7% 1% 81% 3%
Lufenuron 114% 4% 63% 2%

Flutriafol 79% 4% 97% 0%
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Azoxistrobina
Atrazina
Haloxifope
Ametrina
Esfenvalerato
Acetamiprido
Diurom
Carbendazim
Tiofanato-metilico
Imidacloprido
Deltametrina

71%
72%

133%
72%
39%
73%
74%
67%
69%
75%
41%

2%
2%

3%
3%

3%

3%

3%

4%

5%
0%
3%

94%
101%
90%
93%
46%
103%
106%
103%
101%
90%
45%

1%
1%
3%
1%
2%
5%
5%
3%
2%
3%
4%
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Apéndice 3. Relacdo dos adsorventes alternativos avaliados na condi¢cdo de 150 mg, 10 mL de cerveja com nivel de fortificacdo

de 1 ug mL* e 3 mL de (MeOH: DCM) com os respectivos valores de recuperacédo (R%) e coeficientes de variacdo (CV%).

Pesticida BC sabugo de milho

BC Aguapé

BC semente de uva

MeOH_DCM (90:10)

MeOH_DCM (60:40)

MeOH_DCM (60:40)

Simazina
Terbufés
Tiametoxam
Malationa
Propanil

Clorpirifés

59%
105%
37%

83%
82%
58%

(R%) (CV%)
7%
4%

10%
0%
11%
10%

(R%) (CV%)

69% 1%
120% 2%
29% 1%
101% 10%
91% 5%
7% 1%

(R%) (CV%)

28% 5%
88% 11%
19% 23%
44% 11%
61% 12%
109% 14%
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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 2% 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-metilico 23% 14% 49% 4% 17% 20%
Imidacloprido 67% 2% 83% 5% 48% 10%

Deltametrina 5% 4% 71% 9% 53% 15%




