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RESUMO  

 

Alimentos a base de frutas, vegetais, carnes e cereais disponíveis 

comercialmente são oferecidos aos bebês a partir dos seis meses de vida e 

produtos químicos como os pesticidas são utilizados nas culturas de alimentos 

para aumentar a produção, de forma a suprir as demandas no mercado e 

controlar pragas que interferem no crescimento das plantas e frutos. Os resíduos 

desses compostos podem permanecer no produto final, podendo interferir na 

saúde do bebê e, por isso, métodos analíticos são desenvolvidos para 

determinar contaminantes em diversas amostras. O emprego de métodos 

miniaturizados surgiu como forma de reduzir volumes de solventes, quantidade 

de adsorventes, além de eliminar etapas em relação ao método convencional. 

Dessa forma, esse trabalho teve como objetivo desenvolver um método 

miniaturizado da MSPD utilizando de ponteiras de pipeta para extração dos 

pesticidas abamectina, acefato, acetamiprido, azoxistrobina, bifentrina, 

clotianidina, difenoconazol, dimetoato, epoxiconazol, flutriafol, imidacloprido, 

lufenurom, malationa, metomil, permetrina, piraclostrobina, teflubenzurom, 

tiacloprido, tiametoxam e tiofanato – metílico em alimentos pastosos para bebês, 

juntamente com a cromatografia líquida e detector UV-Vis/DAD. Foram testados 

os adsorventes comerciais C18, sílica gel, PSA, florisil, alumina neutra e o 

adsorvente sintético TEOS. Além dos solventes metanol, acetonitrila e misturas 

com o diclorometano e acetato de etila, nos quais foram avaliados em diferentes 

volumes e proporções. As melhores condições de extração foram ao utilizar 40 

mg de amostra com nível de fortificação de 1 µg mL-1, 60 mg de sílica gel e 1000 

µL de MeOH:EtOAc (50:50 v,v), obtendo recuperações entre 70 – 108 %. Em 

seguida, foram otimizados os parâmetros do método de preparo de amostra 

utilizando o biocarvão do sabugo de milho como material adsorvente que foi mais 

eficiente na extração dos analitos, nas mesmas condições apresentadas 

anteriormente para a sílica, mas ao utilizar o MeOH para eluição dos analitos e 

os percentuais de recuperação variaram entre 62 – 112%. Por fim, os dois 

métodos desenvolvidos neste trabalho foram validados, avaliando os parâmetros 

de linearidade, sensibilidade, seletividade, limite de detecção, limite de 

quantificação, exatidão e precisão e, posteriormente, os métodos foram 

aplicados em amostras de diferentes marcas e composições que são 

comercializadas em Sergipe, mas não foram encontrados os pesticidas em 

estudo.  
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ABSTRACT 

   

Commercially available foods based on fruits, vegetables, meat and cereals are 

offered to babies from the age of six months chemical such as pesticides are 

used in crop cultivation to boost production meeting market demand and 

controlling pests that hinder plant and fruit growth. Residues of these compounds 

can remain in the final product and potentially affect a baby’s health; 

consequently, analytical methods are developed to detect contaminants in 

various samples. The use of miniaturized methods emerged as a way to reduce 

solvent volume and the amounts of adsorbents, as well as to eliminate steps 

compared to conventional method. Thus, this study aimed to develop a 

miniaturized MSPD method using pipette tips to extract the pesticides abamectin, 

acephate, acetamiprid, azoxystrobin, bifenthrin, clothianidin, difenoconazole, 

dimethoate, epoxiconazole, flutriafol, imidacloprid, lufenuron, malathion, 

methomyl, permethrin, pyraclostrobin, teflubenzuron, thiacloprid, thiamethoxam 

and thiophanate – methyl from pasty baby foods, in conjunction with liquid 

chromatography and DAD/UV-Vis detection. Commercial adsorbents C18, sílica 

gel, PSA, florisil, neutral alumina and the synthetic adsorbent TEOS were tested, 

as were solventes including methanol, acetonitrile, and mixtures with 

dichloromethane and ethyl acetate, evaluated at various volumes and ratios. The 

optimal extraction conditions involved using 40 mg of sample (fortified at 1 µg mL-

1), 60 mg of sílica gel and 1000 µL of MeOH:ethyl acetate (50:50 v,v), yielding 

recoveries between 70 – 108 %. Subsequently, the parameters of the sample 

preparation method using corn cob biochar the adsorbent material that proved 

most efficient for analyte extraction under the same conditions previously 

established for sílica, but employing MeOH for analyte elution recovery rates 

ranged from 62 % to 112 %. Finally, the two methods developed in this study 

were validated by evaluating the parameters of linearity, sensitivity, selectivity, 

limit of detection, limit of quantification, accuracy, and precision. Subsequently, 

the methods were applied to samples of different brands and compositions 

marketed in Sergipe, but the pesticides under study were not found. 

 

 

Keywords: Foods for babies. µ-MSPD. Commercial adsorbents. Alternative 

adsorbents. Carbonaceous materials. 
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1. INTRODUÇÃO 

A Organização Mundial da Saúde (OMS) estabelece que é essencial o 

aleitamento materno ou fórmula infantil nos primeiros meses de vida com uma 

alimentação complementar à amamentação a partir dos seis meses para garantir um 

crescimento e desenvolvimento saudável do bebê [1]. Ainda de acordo com a OMS 

os bebês são os mais vulneráveis da população mundial, pois apresentam maior 

expectativa de vida e acabam tendo mais tempo para desenvolver doenças com longo 

período de latência [2].  

A faixa etária até 3 anos é mais sensível a produtos químicos devido a elevada 

relação entre ingestão alimentar e peso corporal, além do déficit relacionado ao 

sistema de defesa corporal [3]. Dessa forma, os alimentos consumidos por esse grupo 

devem ser avaliados quanto a presença de contaminantes, de forma a reduzir os 

riscos à saúde [4]. 

Dentre os alimentos prontos e disponíveis comercialmente para os bebês, têm-

se os alimentos à base de carne, cereais, frutas e vegetais que são inseridos de forma 

complementar a partir dos seis meses de vida para garantir os nutrientes necessários 

ao desenvolvimento saudável. Alguns possíveis contaminantes como os pesticidas 

podem estar presentes nesses alimentos, pois são produtos químicos aplicados nas 

culturas agrícolas para o controle de pragas e para obter um maior rendimento da 

produção, sendo utilizados tanto na etapa da produção quanto no pós-colheita. A 

presença de resíduos desses compostos pode contaminar os alimentos e, assim, 

prejudicar a saúde dos consumidores [5,6].  

Uma forma de monitorar a presença de pesticidas nos alimentos é por meio de 

métodos que são desenvolvidos e otimizados com o propósito de determinar a 

presença desses contaminantes. Para tanto, pesquisas são realizadas para obtenção 

de métodos com poucas etapas no procedimento de extração dos analitos e com 

reduzido tempo, garantindo rapidez e eficiência na finalidade que almeja [7,8]. Dentre 

os métodos de extração disponíveis na literatura, o QuEChERS (do inglês Quick, Easy, 

Cheap, Effective, Rugged, Safe, que significa rápido, fácil, barato, eficaz e seguro) e 



10 
 

a dispersão da matriz em fase sólida (MSPD) são as técnicas utilizadas para extração 

de pesticidas em amostras sólidas, mas esses métodos utilizam elevada quantidade 

de reagentes e várias etapas de extração. A proposta de miniaturização dos métodos 

convencionais é uma alternativa com reduzidas quantidades de materiais, etapas e, 

consequentemente, menor tempo para o processo de extração dos analitos [9-10]. 

A dispersão da matriz em fase sólida (MSPD) é utilizada no preparo de amostra 

por permitir a avaliação de diferentes materiais adsorventes. A escolha do material é 

uma etapa importante no desenvolvimento de método analítico por permitir diferentes 

interações do analito com a fase sólida, favorecendo a etapa de extração [11,12].  

Materiais adsorventes como o C18, carbono grafitizado, materiais constituídos 

com nanopartículas, amina primária e secundária (PSA), sílica, alumina neutra e 

dentre outros são utilizados na MSPD [13 -15]. Propostas de miniaturização da técnica 

com redução dos reagentes vem sendo adotada de modo a diminuir o tempo de 

extração sem comprometer a eficiência na obtenção dos resultados [16 -18].  

Estudos buscam diferentes maneiras para miniaturizar os métodos de preparo 

de amostra e uma maneira de miniaturizar a MSPD consiste em reduzir a quantidade 

de reagentes e utilizar materiais alternativos que sejam capazes de garantir eficiência 

na extração dos analitos. Materiais carbonáceos oriundos de diferentes biomassas 

apresentam uma capacidade promissora de material adsorvente por ser rico em 

carbono, apresentar diferentes grupos funcionais, elevada porosidade e capacidade 

de extração para variadas classes de contaminantes [19].  

O biocarvão é um material carbonáceo oriundo da pirólise de diferentes 

matérias-primas em condições limitadas de oxigênio. Apresenta diversas 

características físicas e químicas, grupos funcionais como a carboxila (-COOH), 

hidroxila (-OH), fenólico (-C6H5OH), entre outros que contribuem com a capacidade 

de adsorção e diferentes interações químicas, além de uma elevada área superficial, 

devido ao número de poros, a qual contribui para maior capacidade de adsorção [20 

- 23].  

O desenvolvimento de método analítico resulta em um conjunto de dados que 

precisam de uma organização para facilitar a interpretação dos resultados obtidos por 

meio de tratamento estatístico. Além disso, o método desenvolvido precisa ser 

validado de acordo com parâmetros estabelecidos de agências reguladoras, a fim de 

torná-lo fidedigno, seguro e confiável. 
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Assim, este trabalho visou validar dois métodos analíticos por meio da 

miniaturização da MSPD tanto com o uso da sílica como adsorvente comercial, quanto 

com o biocarvão como material adsorvente alternativo para avaliação de resíduos dos 

pesticidas abamectina, acefato, acetamiprido, azoxistrobina, bifentrina, clotianidina, 

difenoconazol, dimetoato, epoxiconazol, flutriafol, imidacloprido, lufenurom, malationa, 

metomil, permetrina, piraclostrobina, teflubenzurom, tiacloprido, tiametoxam e 

tiofanato-metílico em alimentos para bebês, juntamente com HPLC DAD/UV-Vis. 

2. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

2.1. Alimentos para bebês 

O leite materno é um alimento essencial e nutritivo nos primeiros meses de vida 

do bebê. Mas a partir dos seis meses de idade esse alimento passa a ser insuficiente 

para suprir os nutrientes necessários, surgindo a necessidade do ‘desmame’ e 

acréscimo de suplementos na dieta alimentar com outras fontes de energia para 

proporcionar um crescimento e desenvolvimento saudável. A OMS afirma que os 

alimentos ideais para os bebês devem ser nutritivos, de fácil digestão, consistência 

adequada e acessível no mercado. Dentre os alimentos para bebês, têm-se os 

alimentos pastosos e prontos destinados à faixa de 6 meses a 2 anos de idade com 

composição variada a depender do tipo e necessidade [1, 24-27].  

Os alimentos infantis prontos contendo frutas, vegetais, carnes e cereais 

constituem uma alternativa rápida, além de atender as necessidades nutricionais, pois 

são fontes de energia com proteínas, aminoácidos essenciais, vitaminas, minerais, 

macro e micronutrientes. Existem uma variedade de tipos de comidas para bebês que 

são comercialmente distintas em termos de alimentos infantis não gordurosos 

constituídas por frutas como banana, maçã, manga e vegetais, além de batata, 

cenoura, abóbora, gordurosos baseados em queijo, ovos e carne na sua composição, 

além daqueles que são constituídos por cereais [28-29].   

A Tabela 1 apresenta a composição nutricional de alimentos comercializados 

para bebês que estão categorizados em grupo 1 (frutas e cereais) e grupo 2 (carne e 

legumes), de acordo com cada composição.  
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Tabela 1: Informação nutricional dos alimentos para bebês [28-29] 

Parâmetros Informação Nutricional (Porção 100 g)  

 Grupo 1 Grupo 2 

Valor energético 81 Kcal 72 Kcal 

Carboidratos 19 g 7,1 g 

Açúcares 13 g 3,2 g 

Proteínas 1,2 g 3,2 g 

Gorduras totais 0,1 g 3,4 g 

Gorduras saturadas 0 g 0 g 

Gorduras trans 0 g 0 g 

Fibra alimentar 1,4 g 1 g 

Sódio 5,3 mg 26 mg 

   

 

As matérias-primas constituintes desses alimentos podem apresentar 

eventualmente contaminantes como metais, micotoxinas, pesticidas, dentre outros 

[30-33].  Em relação aos contaminantes, a presença de pesticidas nesses alimentos 

aumenta o risco potencial de doenças crônicas e neurodegerativas, além de 

disfunções nos sistemas endócrino e reprodutivo nos primeiros meses de vida da 

criança [34-36].  

 

2.2. Pesticidas 

Os pesticidas são produtos químicos utilizados em diversas culturas para o 

controle de pragas e, consequentemente, melhoria na produção e colheita. No 

entanto, a presença desses pesticidas é prejudicial a saúde do ser humano [6].  

Estudos de Nougadere et al, (2020) avaliaram a presença de pesticidas em 

alimentos comerciais para bebês e os resultados mostraram que foram detectados 78 

pesticidas em 67 % das 309 amostras. Stepán et al, (2005) constataram em seus 

estudos que em 16 % dos 522 alimentos a base de frutas para bebês foram detectados 

pesticidas dos grupos ftalimidas e dicarboximidas. E nos estudos de Torovi’c et al, 

(2020) foram detectados pesticidas em 56 % das 250 amostras avaliadas [37-40].  
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A União Europeia (UE), especificamente a Diretiva da Comissão 2006/125/CE, 

de 5 de dezembro de 2006, estabelece que os alimentos para bebês não devem conter 

resíduos de pesticidas em níveis superiores a 0,01 mg kg-1. Da mesma forma foi 

estabelecido o limite máximo de 0,003 mg kg-1 para os pesticidas considerados tóxicos 

como terbufós, dissulfotom e seus metabólitos. Alguns pesticidas apresentam efeitos 

biológicos e estão associados com atividade desreguladora do sistema endócrino, 

toxicidade renal, neurotoxicidade, toxicidade reprodutiva e carcinogenicidade o que 

gera grande preocupação das suas presenças nesses alimentos para bebês [41-44].  

Em contrapartida, é importante ressaltar que além dos alimentos para bebês, 

se faz necessário avaliar também a presença de pesticidas nas frutas, vegetais e 

cereais que são utilizadas na composição [45].  

A utilização de pesticidas é a principal técnica de manejo para lidar com pragas 

no período da pré–colheita e da pós-colheita que podem acometer as frutas e vegetais 

e interferir na produção [46]. A maior problemática quanto ao uso de pesticidas nas 

culturas é que os alimentos podem conter resíduos desses produtos químicos. Diante 

disso, normativas como a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) 

estabeleceram os Limites Máximos de Resíduos (LMR) permitidos para diversas 

culturas agrícolas [45].  

De acordo com a Organização das Nações Unidas para Agricultura e 

Alimentação (FAO), em estudos realizados em 2024, o Brasil é o maior consumidor 

de pesticidas, aplicando 720 mil toneladas por ano para uso agrícola. Dados 

estatísticos mostram que o Brasil emprega cerca de 20 % dos 2,6 milhões de 

toneladas de volume de pesticidas que são utilizados no mundo, permitindo maiores 

valores de concentração de resíduos na água e em alimentos em relação aos países 

da União Europeia [47-49].  

Desta forma, as crianças e bebês ficam vulneráveis a exposição a produtos 

químicos como pesticidas, o que resulta em toxicidade aguda devido ao déficit no 

neurodesenvolvimento e, consequentemente, causa potenciais efeitos no sistema 

nervoso que pode afetar o cérebro e demais áreas do metabolismo [45, 50].  

No painel de monografias estabelecido pela ANVISA [51], é listada a 

classificação desses compostos em classes químicas, apresentando variadas ações 

no controle de pragas. Dentre os grupos químicos que distinguem, os mais utilizados 



14 
 

no controle de pragas são os organofosforados, carbamatos e neonicotinóides, que 

podem ser danosos à saúde humana, pois apresentam capacidade de inibir a função 

da enzima colinesterase [52].  

Os pesticidas aplicados nas culturas podem permanecer presentes nas frutas, 

vegetais e cereais que são utilizados na composição dos alimentos para bebês, 

seguindo até o produto. Os bebês a partir dos seis meses consomem esses alimentos 

e, dessa forma, podem absorver mais os pesticidas, pois ainda não foi desenvolvido 

completamente seu sistema grastointestinal e suas enzimas empáticas ainda estão 

em processos iniciais [53].  

No Brasil não existe legislação estabelecendo limites máximos de resíduos nos 

alimentos para bebês e, consequentemente, existem poucos estudos em relação ao 

desenvolvimento de métodos para determinação de pesticidas nesta classe específica 

de alimentos para bebês. No entanto, estudos desenvolveram métodos que foram 

eficientes para avaliação da presença de alguns pesticidas como a cipermetrina, 

difenoconazol, cialotrina, clorpirifós, bifentrina, permetrina, dentre outros [48, 54]. 

Logo, é importante o desenvolvimento de métodos para uma ampla faixa de analitos 

e a realização de estudos capazes de monitorar possíveis contaminações nesses 

alimentos. 

2.3. Método de extração dos analitos 

O método de extração dos analitos é considerado uma etapa importante no 

desenvolvimento de métodos analíticos, pois é uma forma de proporcionar melhor 

adequação na determinação de contaminantes. A busca por métodos adequados 

capazes de extrair os analitos da amostra e purificar o extrato de forma simultânea é 

um grande desafio para garantir resultados satisfatórios com a metodologia utilizada 

[8, 55]. A escolha de técnica de preparo de amostra depende de alguns fatores como 

o tipo de matriz alimentar e analitos alvo. 

 A determinação de pesticidas em alimentos para bebês é desafiadora, devido 

a complexidade da matriz, além da presença de gorduras, no caso dos alimentos 

gordurosos constituídos por carnes, ovos e peixes, que podem interferir em termos de 

recuperação dos analitos.  Geralmente, o método de preparo de amostras envolve 

duas etapas em que a primeira busca extrair os analitos da matriz e a segunda etapa 
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consiste num adicional de limpeza dos analitos em detrimento da presença de 

coextrativos da matriz que podem interferir nos resultados [56].  

A escolha adequada do método de extração do analitos facilita na obtenção 

dos valores de recuperação, assim como é possível reduzir a presença de 

interferentes que possam resultar em supressão de sinal, através de procedimentos 

de limpeza para aumentar a precisão e confiabilidade da análise. Para isso, é 

necessário selecionar um método que possa extrair efetivamente e, ao mesmo tempo, 

minimizar perda ou degradação dos analitos. As técnicas de extração para amostras 

sólidas ou semissólidas constituem basicamente da extração por solvente, 

QuEChERS (rápido, fácil, barato, eficaz, robusto e seguro), extração por fluído 

supercrítico (SFE) e dispersão da matriz em fase sólida (MSPD) [57-61].  

Ao avaliar os métodos de preparo de amostra para alimentos de bebês, a 

literatura apresenta alguns estudos utilizando QuEChERS na sua versão original e 

utilizando versões alternativas empregando o tampão acetato ou o citrato, com 

posterior agitação no ultrassom ou agitador magnético para melhor interação solvente 

com matriz, seguida de etapas de purificação do extrato [34,62-66].  

Dentre esses métodos de preparo de amostra e extração dos analitos, a 

dispersão da matriz em fase sólida (MSPD) foi desenvolvida com o objetivo de superar 

as limitações dos métodos convencionais aplicados para matrizes sólidas ou 

semissólidas ao requerer várias etapas. Esta técnica é caracterizada pela 

simplicidade, elevada eficiência na extração de analitos presentes em matrizes 

complexas, custo-benefício e versatilidade [67].  

 

2.3.1. Dispersão da matriz em fase sólida (MSPD) 

A MSPD foi introduzida em 1989 por Barker para isolar resíduos dos 

medicamentos em tecidos biológicos. Com uso dessa técnica, a extração de analitos 

é realizada sem a necessidade de equipamentos específicos como agitador 

magnético ou sistema ultrassônico. Além disso, é uma técnica para extração e limpeza 

simultânea de amostras sólidas e semissólidas, na qual a amostra interage 

diretamente com o adsorvente, formando um homogeneizado que será transferido 

para a coluna e eluída com solvente apropriado [68,69].   
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Uma das vantagens no uso da MSPD é que se trata de uma técnica em que é 

fácil a preparação da amostra, apresenta baixo consumo de materiais e um curto 

período para extração dos analitos. A técnica consiste na trituração, extração, 

separação e purificação de amostras, apresentando vantagens de simplicidade e 

baixo custo [70]. Essa técnica é utilizada na extração de pesticidas em alimentos, na 

determinação de aflatoxinas [71], parabenos [72], dentre outros contaminantes [73-

75].  

O processo de extração convencional ocorre, conforme apresentado na Figura 

1, através das seguintes etapas: Inicialmente a amostra é misturada com o adsorvente 

em um almofariz e triturada com auxílio de um pistilo, de modo que o material 

adsorvente atua desintegrando a estrutura da amostra e distribuindo em pequenas 

partículas. Em seguida, o homogeneizado obtido é transferido para um cartucho de 

extração em fase sólida (SPE), em que o material fica empacotado com lã de vidro ou 

algodão na sua parte inferior e superior, de modo a não perder amostra. O solvente 

extrator passa pelo cartucho com uso de um sistema à vácuo para aumentar a pressão 

do meio e facilitar a passagem através da amostra e, em seguida, o mesmo é 

evaporado por suave corrente de N2 ou por meio de um sistema de evaporação, 

seguido de reconstituição em solvente orgânico compatível com posterior análise 

instrumental [76].  

Figura 1: Esquema do processo de extração por MSPD convencional 

 

Fonte: Adaptado de Grzeskowiak et al, 2024 [77]. 
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A proposta de uso de materiais adsorventes alternativos e a miniaturização da 

MSPD objetiva reduzir custos, mas mantendo a eficiência de extração. O adsorvente 

é um componente importante para o desenvolvimento desse método, afetando 

diretamente na extração dos analitos [70]. A natureza do adsorvente influencia na 

extração por MSPD, pois promove a ruptura da estrutura da amostra e auxilia na 

limpeza do extrato. Vários materiais adsorventes têm sido utilizados na técnica como 

o C18, sílica, florisil, polímeros impressos molecularmente e nanopartículas 

magnéticas, além de materiais alternativos como nanotubos de carbono e óxido de 

grafeno [67,78].  

Além disso, uma tendência observada nos métodos de preparo de amostra é a 

miniaturização das técnicas de extração. A microextração dispersiva em fase sólida, 

microextração em fase sólida, dentre outras, têm sido desenvolvidas para análise de 

diferentes compostos [79-82]. Dessa forma, na MSPD estudos relacionados a 

miniaturização já são propostos e vem sendo abordado para diversos analitos em 

variadas matrizes de modo a reduzir quantidade de amostra, de reagentes, de volume 

do solvente e redução de etapas ao dispensar evaporação de solvente, capazes de 

proporcionar um procedimento analítico rápido, econômico, acessível e, 

consequentemente, relacionado com a Química Analítica Verde (GAC) [83-85].  

Alguns pesquisadores estão propondo a utilização de ponteiras de micropipeta 

em substituição aos cartuchos e colunas na MSPD, por exemplo, os estudos de Shen 

et al, 2016 buscaram miniaturizar a MSPD através da utilização de ponteira de 

micropipeta de modo a obter um método rápido, robusto e sensível para extração de 

sulfonamidas em amostras de peixes. O método desenvolvido foi comparado com a 

MSPD convencional e apresentou resultados satisfatórios no estudo de recuperação, 

mesmo utilizando menor quantidade de adsorvente, volume de eluente e tempo de 

extração, obtendo vantagens em termos de redução na quantidade de materiais e 

tempo, além de reduzidas etapas ao eliminar a secagem do solvente no nitrogênio, 

para posterior análise instrumental [86]. 

Chu et al, 2021 miniaturizaram a MSPD para extração de terpenos em 

comprimidos. Foram utilizados cerca de 3 mg de adsorvente e 6 mg de amostra, as 

quais foram homogeneizadas e transferidas para uma ponteira de micropipeta de 200 

µL e os analitos foram eluidos com 200 µL de metanol. Posteriormente, o eluente foi 

centrifugado por 5 min para posterior análise instrumental com HPLC-UV/Vis. Os 

resultados mostraram que foi possível desenvolver um método com reduzidas 
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quantidades de materiais, além de ser rápido, barato, simples e com menor consumo 

de solvente, capazes de proporcionar resultados satisfatórios ao comparar com 

métodos convencionais [87].   

2.3.1.1. Adsorventes comerciais utilizados na MSPD 

O conhecimento da natureza do material adsorvente utilizado na MSPD é 

importante, devido a polaridade e presença de grupos funcionais que podem favorecer 

diferentes interações com o analito [77].  

A sílica [(SiO2)nOH] (1) e o silicato de magnésio [conhecido como Florisil® 

Mg(SiO3)n) (2) são materiais adsorventes que apresentam características polares. O 

Florisil é um material adsorvente para remoção de impurezas hidrofílicas, além de ser 

frequentemente utilizado nas etapas de limpeza e concentração de pesticidas de 

média polaridade [70]. O processo de retenção dos analitos ocorre pela adsorção e 

são adequados para extração de analitos polares, voláteis e de baixa massa molar. 

Além disso, são silicatos com estruturas porosas e os grupos hidroxila em sua 

estrutura podem interagir com os analitos através de ligação de hidrogênio [88].  

                                             

No entanto, o C18 (3) é um adsorvente que apresenta característica apolar e a 

retenção dos analitos ocorre por partição fornecendo uma alta capacidade para 

extração de analitos apolares e de polaridade intermediária. Esse adsorvente é 

caracterizado pelo fato das interações de Van der Waals atuarem entre as moléculas 

do analito e o C18 [88]. 

 

(1) (2) 

(3) 
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Em relação a amina primária e secundária (PSA) (4), ela é caracterizada por 

ser um adsorvente trocador aniônico fraco que interage com compostos ácidos, 

caracterizado pela capacidade de remover mais coextrativos da matriz, devido a 

presença da amina primária e secundária [89]. Coextrativos na matriz estão sujeitos a 

competir com os pesticidas durante a etapa de adsorção interferindo na recuperação 

dos analitos [90]. Sendo um material muito utilizado para limpar os extratos e 

minimizar o efeito matriz.  

 

Em contrapartida, segundo Lanças, 2004, a alumina neutra (Al2O3) (5) é um 

adsorvente anfótero capaz de interagir tanto com compostos ácidos quanto com 

compostos básicos, trabalhando dessa forma com pesticidas de diferentes classes 

químicas e colaborando para um processo adequado de extração de resíduos de 

pesticidas em variadas matrizes [91]. 

 

O tetraetoxissilano (TEOS) é um composto que é sintetizado com capacidade 

de uso como material adsorvente e formação de compostos híbridos na síntese de 

novos materiais. A hidrólise do TEOS produz sílica por sol-gel, caracterizado por 

apresentar menor custo em relação a outros materiais constituintes de sílica e 

apresentar melhor adsorção para moléculas polares [92,93]. É um adsorvente que 

vem sendo empregado de forma hibrida com outros materiais em métodos de preparo 

de amostra como a SPE e microextração em fase sólida (SPME) para análise de 

traços da presença de metais e pesticidas organofosforados em amostras de água 

[94,95].  

 

(4) 

(5) 



20 
 

                                        (6) 

 

 

2.3.1.2. Biocarvão como material adsorvente para extração dos analitos 

Alguns estudos desenvolveram métodos de preparo de amostra utilizando o 

biocarvão de diferentes biomassas para extração de pesticidas em variadas matrizes. 

Propostas com modificações do biocarvão para torná-lo como um material magnético 

aprimorando sua capacidade de adsorção vem sendo amplamente utilizado como 

aconteceu nos estudos de Yue et al, 2020, ao utilizar o biocarvão da casca de frutas 

cítricas, modificado com o óxido de ferro II (Fe3O4) na etapa de purificação do método 

QuEChERS para extração de pesticidas em vegetais. O método foi adequado para a 

proposta estabelecida e isso foi possível devido ao tamanho de poros do material 

adsorvente e as diferentes interações que favoreceram a capacidade de extração [96].  

Enquanto os estudos de Zhang et al, 2021 utilizaram o biocarvão da palha de 

milho como material adsorvente na extração em fase sólida magnética (MSPE), em 

que a magnetização ocorreu com a utilização do ferro e o biocarvão apresentou 

elevada capacidade para adsorção de organofosforados na água e solo [97].  

A utilização do biocarvão sem modificações também vem sendo utilizada. Fato 

que foi observado nos estudos de Behbahan et al. (2021) ao utilizar o biocarvão da 

casca de banana como material adsorvente do método de PT-µSPE, ou seja, 

microextração em fase sólida com a ponteira de pipeta como suporte para o material 

adsorvente para extração de pesticidas em hortaliças, em que ao comparar o 

adsorvente alternativo utilizado com adsorventes comerciais, os resultados obtidos 

foram comparáveis em ambas técnicas, mas ao utilizar o biocarvão favoreceu a 

obtenção de um material de menor custo, por ser obtido a partir de biomassa, o que 

requer menor tempo de síntese e um produto ambientalmente mais amigável [98].  

O biocarvão de aguapé foi utilizado nos estudos de Nascimento et al. (2024) 

[19] para extração de pesticidas em amostras de cerveja utilizando o método de 
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extração em fase sólida (SPE), apresentando resultados condizentes para 

determinação de pesticidas pertencentes a diferentes grupos químicos. 

 

2.4. Técnicas miniaturizadas com ponteira de micropipeta  

A utilização das ponteiras de micropipeta na miniaturização de métodos de 

extração está sendo adotado em algumas técnicas de extração. Uma das formas de 

reduzir o tempo da extração em fase sólida (SPE) foi miniaturizar a técnica utilizando 

ponteira de micropipeta com pequena quantidade de adsorvente de modo que acaba 

sendo utilizada para o processo de extração e purificação, em que o sistema de 

aspirar/dispensar em ciclos deve ser realizado para maior extração dos analitos [99-

101].  

Npukdee et al. (2014) utilizaram a ponteira de micropipeta para propor uma µ-

SPE utilizando o criogel de grafeno/álcool polivinílico (grafeno/PVA) como material 

adsorvente para extração dos pesticidas carbaril e carbofurano. Foram realizados 

ciclos de aspiração/dispensação de modo que ocorresse uma pré-concentração dos 

analitos e os mesmos ficassem retidos no material adsorvente com posterior 

dessorção ao utilizar solvente adequado. Alguns parâmetros como solvente de 

eluição, volume e pH foram otimizados de modo a garantir a condição mais eficiente 

do método de extração para as amostras de água [102].  

Shi et al, 2016 sintetizaram grafeno e avaliaram esse material como um 

promissor adsorvente na µ-SPE com ponteira de micropipeta para extração de 

carbamatos em sucos de fruta. O método mostrou-se eficiente e vantajoso, devido à 

reduzidas quantidades de adsorvente e volume de solvente de eluição, além de menor 

tempo para extração dos analitos [99].  

Yuan et al, 2024 utilizaram uma forma miniaturizada da MSPD com ponteira de 

micropipeta para suporte dos reagentes e utilizando a centrifugação para aumentar a 

velocidade de extração. O método denominado como aceleração por centrifugação 

com ponteira de micropipeta adaptada (CPT-MSPD) mostrou-se adequado para 

extração rápida e eficiente de marcadores antiadipogênese em plantas ao utilizar 

apenas 3 mg de amostra, 2 mg de material adsorvente sintético e 1 mL de solvente 

de eluição [103].  
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A utilização de ponteiras de micropipeta nas técnicas de micro extração é algo 

que vem sendo proposto para SPE, devido a eficiência e vantagens na extração com 

amostras líquidas. Alguns poucos trabalhos vêm utilizando essa abordagem na MSPD 

propondo uma forma miniaturizada da técnica, mas até o momento não é apresentado 

na literatura esse procedimento para extração de pesticidas de diferentes grupos 

químicos em amostras semissólidas como os alimentos para bebês. 

Ao utilizar as ponteiras de micropipeta em substituição aos cartuchos e ao 

reduzir etapas de extração sem uso do sistema a vácuo ou algum outro meio para 

acelerar a eluição do solvente, sem a etapa de secagem/evaporação do solvente e 

com menores quantidades de materiais, resulta em uma proposta de µ-MSPD.  

 

2.5. Revisão da Literatura  

A presente revisão da literatura busca apresentar estudos que utilizaram 

diferentes métodos de extração para determinação de pesticidas em alimentos 

infantis. 

González-Curbelo et al. (2012) utilizaram a extração em fase sólida dispersiva 

(d-SPE) com nanotubos de carbono de paredes múltiplas (MWCNTs), para extração 

de pesticidas organofosforados em diferentes alimentos para bebês. Os autores 

observaram que ao aumentar a quantidade de amostra, os valores de recuperação 

diminuíram, necessitando, dessa forma, maior quantidade de adsorvente, 

precisamente 80 mg e 30 mL de acetonitrila como eluente. O método apresentou 

valores de recuperação entre 64 – 105%, com limite de quantificação (LQ) 0,31 – 5,50 

µg kg-1 [104].  

Em estudos posteriores, González-Curbelo et al. (2013) desenvolveram um 

método de microextração em fase líquida com fibra oca (HF-LPME) para extração de 

13 pesticidas em alimentos para bebês constituídos por cereais e farinha de trigo. Os 

autores avaliaram o teor de gordura no alimento o qual é fator capaz de interferir nos 

resultados do processo de extração. Foram otimizados os parâmetros pH, taxa de 

agitação, tempo de dessorção, adição de sal e temperatura de extração. Para tais 

testes foram utilizados 1,5 g de amostra e 20 mL de ACN como solvente de extração. 
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Os resultados mostraram boa precisão, linearidade e reprodutibilidade com limite de 

detecção (LD) de 0,29 – 2,31 µg kg-1 e LQ variando entre 0,96 e 10,7 µg kg-1 [105].  

Pérez et al. (2015) buscaram avaliar uma maneira de reduzir o efeito matriz de 

amostras de alimentos para bebês de carne, peixes ou vegetais para determinação 

de pesticidas. Foi utilizado um método de extração genérico no qual 2,5 g de amostra 

foi diluída com 2,5 mL de água, seguida de agitação, adição de 7,5 mL de acetonitrila 

com 1% de ácido fórmico e posterior centrifugação. Estudos mostraram que ao 

adicionar uma etapa de limpeza ao método de extração utilizando o florisil reduzia o 

efeito matriz nos alimentos a base de peixes ou vegetais, consequentemente, também 

reduzia a recuperação dos analitos, dispensando a utilização desta etapa no método. 

O método foi validado com base em parâmetros pré-estabelecidos e apresentou LD 

0,5 – 50 µg kg-1 e LQ 10-100 µg kg-1 [8].  

Petrarca et al. (2016) compararam a eficiência de extração do método 

QuEChERS-DLLME com o QuEChERS-dSPE, no qual os resultados da última 

condição avaliada apresentaram extratos mais limpos, livre de interferentes, mas com 

intensidade de sinal reduzida para os analitos avaliados. Enquanto o primeiro 

proporcionou áreas dos sinais analíticos superiores em relação ao QuEChERS-dSPE. 

Logo, o QuEChERS-DLLME foi o método mais adequado para a metodologia proposta 

e apresentou melhores LD de 0,05 mg kg-1 e LQ variando de 0,01 – 0,05 mg kg-1. Após 

validação, pode-se identificar presença de pesticida procimidona, pertencente ao 

grupo químico dicarboxida, em uma amostra avaliada acima do limite estabelecido 

pela UE [34].  

Petrarca et al. (2017) otimizaram a microextração dispersiva líquido-líquido 

assistida por ultrassom (UA-DLLME) e extração líquido-líquido assistida por salting 

out (SALLE) para análise de piretrinas naturais e piretróides sintéticos em diferentes 

alimentos para bebês os quais apresentaram recuperações entre 75 e 120 %, precisão 

inferior a 16 %, boa linearidade, seletividade e limites de detecção (LD) e quantificação 

(LQ) abaixo de 10 µg kg-1 que é o máximo permitido nessa matriz. Os resultados 

mostraram que ao utilizar esses métodos, foi possível detectar alguns pesticidas como 

cialotrina e etofenprox em diferentes amostras [106].  

Os estudos de Notardonato et al. (2018) otimizaram o método de microextração 

líquido–líquido assistido por ultrassom (VUA-DLLME) para determinação de 

organofosforados e ftalatos em alimentos para bebês em amostras convencionais e 

liofilizadas à base de carne. Parâmetros como solvente de extração e pH foram 
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avaliados. Os resultados mostraram que o desvio padrão relativo (RSD) foi maior nas 

amostras convencionais do que nas liofilizadas, indicando assim que essa etapa foi 

capaz de reduzir o RSD. Além disso, o método proposto apresentou recuperações 

entre 90 % e 110 % tanto para as amostras semissólidas quanto para as amostras 

liofilizadas, LD 0,2 – 4,7 ng g-1 e LQ 2,3 – 8,5 ng g-1 [107].  

Prata et al. (2024) utilizaram o QUEChERS para determinação dos pesticidas 

bifentrina, bromopropilato, permetrina, procimidona e hidrocarbonetos policíclicos 

aromáticos (HPAs) em alimentos para bebês a base de carne, frutas, vegetais e 

cereais. Para o procedimento de extração 5 g de amostra foi adicionado em um tubo 

de centrífuga no qual foi adicionado 10 mL de acetonitrila e agitado em vórtex por 1 

min, seguida da adição de 4 g de MgSO4 e 1 g de NaCl com posterior agitação. Para 

continuidade do procedimento de extração 1,5 mL do sobrenadante foi transferido 

para um tubo contendo 0,03 g de PSA, 0,03 g de C18 e 0,3 g de Z-sep+, agitado e 

centrifugado por 10 min, seguindo com evaporação em suave corrente de nitrogênio 

(N2) e reconstituição em acetato de etila para posterior injeção no GC-Q-Orbitrap-MS. 

Os resultados mostraram que o método apresentou LD 0,05 µg kg-1 e LQ 0,1 µg kg-1 

e valores de recuperação entre 87% e 120%. Os estudos mostraram que foi possível 

detectar os pesticidas permetrina, procimidona e bifentrina nas diferentes amostras. A 

permetrina foi detectada em amostras constituídas por maçãs, mas de acordo com a 

ANVISA, ela não tem uso autorizado para essa cultura [54].  

Isci et al. (2025) utilizaram o método QUEChERS com acetato para determinar 

a presença de pesticidas em alimentos para bebês a base de frutas e vegetais. Os 

resultados foram satisfatórios em que o método utilizado permitiu constatar ao avaliar 

a presença de 355 pesticidas em 36 amostras, alguns analitos como o pirimetanil e o 

piriproxifeno apresentaram concentrações acima do LMR permitido, indicando que 

mesmo após o processamento, esses resíduos permaneceram no produto [50]. 

A Tabela 2 apresenta informações suplementares que são essenciais no 

desenvolvimento de um método analítico para alimentos para bebês de diferentes 

composições.  
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   Referência 
 

Composição 
da 

Matriz 

          Analitos    Técnica 
       de 
    Extração 

Adsorvente   Quantidade 
        de 
     matriz 
        (g) 

       Solvente 
           de 
        dessorção 

     Técnica 
  Instrumental 

 

González 

et al. (2012) 

[104] 

Cereais Organofosforados      d-SPE MWCNTs         1,5             DCM GC - NPD 

        

González 

et al. (2013) 

[105] 

Cereais Organofosforados    HF-LPME -         1,5  ACN com 1,25% 
ácido fórmico 

GC - NPD 

        

Pérez 

et al. (2015) 

[8] 

Carne, peixes 
e vegetais 

Diferentes grupos  
químicos 

- - 2,5   UHPLC-QqQ- 
MS 

 
 

Petrarca 
et al. 
(2016) 

 [34] 

Frutas Organofosforado 
Triazina 

Piretróide                

QuECHERS –
DLLME 

QuECHERS- 
d-SPE 

C18 
PSA 

MgSO4 

15  ACN GC-MS 

        
Petrarca  
et al. 
(2017) [106] 

Frutas Piretróides UA-DLLME 
SALLE 

 

- - ACN UHPLC – 
MS/MS 

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

Tabela 2-Trabalhos reportando a utilização de diferentes técnicas de extração e instrumentais para análise de pesticidas em cerveja. 
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Notardonato  
et al.  
(2018) 
[107] 
 
 
Prata  
et al. (2024) 
[54] 

- 
 
 
 
 
 

Frutas,  
vegetais, 

carne, 
cereais 

Organofosforados 
 
 
 
 
 

Multiclasse 

DLLME 
 
 
 
 

 
QuECHERS 

- 
 
 
 
 

         
PSA 
C18 

Z-sep+ 

5  
 
 
 
 
         

     5 

n- hexano 
 
 
 
 

           
ACN 

GC – 
 IT/MS 

 
 
 

 
GC-Q-Orbitrap 

        
Isci et al. 
(2025) 
[50] 

       Frutas e        
      vegetais 

      Multiclasse QuECHERS    PSA 
   MgSO4 

        15 ACN LC –           
MS/MS 

       GC – 
     MS/MS 

 
SPE= extração em fase sólida; HF-LPME= Microextração em fase líquida de fibra oca; GC-MS/MS= cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas em tandem; GC-
ECD= Cromatografia gasosa com captura de elétrons; LC-MS/MS: cromatografia líquida acoplada a espectrometria de massas em tandem; UPLC= cromatografia líquida de ultra 
eficiência; PSA= amina primária e secundária; CH3OH= metanol; CH3CN= acetonitrila; H2O= água; CH2Cl2=diclorometano; HCOOH= ácido fórmico;  MWCNTs= Nanotubos de carbono 
de  paredes múltiplas; GC-NPD=  Cromatografia gasosa com detector nitrogênio  fósforo;  UHPLC-QqQ/MS=  Cromatografia líquida de ultra alta eficiência com triplo quadrupolo e 
espectrometria de massas;  GC-MS= Cromatografia gasosa  com espectrometria de massas; UHPLC-MS/MS= cromatografia líquida de ultra eficiência com espectrometria de massas 
em tandem;  GC-IT/MS=  Cromatografia á gás  com espectrometria de  massas de armadilha iônica “Íon trap”.

Tabela 2: Continuação 
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Analisando a Tabela 2 e com base no levantamento realizado, a literatura apresenta 

poucos métodos para extração de pesticidas em alimentos para bebês, os quais são 

métodos não miniaturizados. Desta forma, miniaturizar métodos de extração é uma 

proposta adequada para reduzir etapas, tempo e reagentes na determinação de pesticidas 

de diferentes grupos químicos em alimentos para bebês. 

3. OBJETIVO 

3.1. Objetivo Geral 

Desenvolver e validar um método analítico miniaturizado da MSPD para 

determinação de resíduos de pesticidas em matrizes de alimentos comerciais para bebês.  

3.2. Objetivos específicos 

 Selecionar os pesticidas que são comumente utilizados nas culturas de 

abóbora, banana, batata, batata-doce, canola, cenoura, chuchu, maçã e 

manga;  

 Obter as condições instrumentais de análise para determinação dos 

pesticidas selecionados por cromatografia líquida com detector DAD/UV-Vis; 

 Desenvolver o método de micro dispersão da matriz em fase sólida (µ-MSPD) 

utilizando de ponteiras de micropipeta como suporte para extração; 

 Utilizar a análise por agrupamento para avaliar eficiência dos materiais 

carbonáceos; 

 Avaliar eficiência de adsorventes comerciais e comparar com o biocarvão de 

diferentes biomassas para extração dos pesticidas em estudo; 

 Validar os métodos analíticos; 

 Aplicar os métodos validados em amostras de alimentos comerciais para 

bebês. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1. Materiais 

Béquer, proveta, vial, seringa de vidro, tubos de polipropileno, micropipetas de 

volumes variáveis, pipetas volumétricas, bastão de vidro, espátula, pinça, ponteiras de 

micropipetas, lã de vidro, vidro de relógio, almofariz, pistilo. 

4.2. Reagentes  

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

Metanol grau HPLC (Merck), Metanol grau LC-MS (FlukaAnalytical, Sigma-Aldrich), 

Acetonitrila grau HPLC (J.P. Barker) e Diclorometano (Qhemis, Brasil), todos com o grau 

de pureza acima de 99%. E como material adsorvente o Florisil (100-200 Mesh; J.T. Baker, 

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

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

Aldrich; Supelclean), adsorvente sintético inorgânico TEOS. Biocarvão Sabugo de Milho, 

Biocarvão Semente de Uva, Biocarvão de Aguapé, Biocarvão da Mandioca e Biocarvão de 

Esterco Bovino. Os materiais carbonáceos foram obtidos do grupo de Pesquisa em Petróleo 

e Energia da Biomassa e Laboratório de Análises Cromatográficas da Universidade Federal 

de Sergipe. 

4.3. Padrões analíticos dos pesticidas 

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

Acefato (Dr. Ehrenstorfer GmbH), Acetamiprido (Riedel-de Haen), Azoxistrobina (Riedel-de 

Haen), Bifentrina (Sigma Aldrich), Clotianidina (Fluka Analytical), Difenoconazol 

(Accustandard), Dimetoato (Dr. Ehrenstorfer GmbH), Epoxiconazol (Fluka Analytical), 

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

Malationa (Accus Standard), Metomil (Dr. Ehrenstorfer GmbH), Permetrina (Fluka 

Analytical), Piraclostrobina (Rieldel-de Haen), Teflubenzurom (Fluka Analytical), Tiacloprido 

(Fluka Analytical), Tiametoxam (Accustandard) e Tiofanato-metílico (Fluka Analytical). 

Todos os padrões certificados apresentam pureza superior a 98%. 
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4.4. Equipamentos 

Balança analítica AL 204 (Metller Toledo, Ohio, EUA), lavadora ultrassônica (Unique 

USC-1400),  Cromatógrafo líquido  de alta eficiência da marca Shimadzu (Quioto Japão) 

modelo Prominence composto por: desgaseificador (DGU-20A3), sistema binário de 

bombeamento (LC-20AT), injetor automático (SIL-20A HT), forno para coluna (CTO-20A), 

detector UV-Vis DAD (SPD-M20A) e módulo de comunicação (CBM-20A) com software 

Shimadzu LC Solution, além da Coluna Analítica Shim-Pack UC – X RP C18 (250 x 4,6 mm 

x 5 µm, Califórnia, EUA) e Coluna Analítica Shim Pack UC-X RP C18 (150 x 2,1 mm x 3 

µm). 

4.5. Preparo de soluções padrão dos pesticidas 

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

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

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

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

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

refrigeração. 

4.6. Obtenção das amostras 

As amostras de alimentos para bebês a base de frutas, legumes e vegetais foram 

adquiridas dos comércios locais de Aracaju e São Cristóvão-SE e armazenadas no 

Laboratório de Análise de Compostos Orgânicos Poluentes (LCP), da Universidade Federal 

de Sergipe, sob refrigeração a 5 °C.  

4.7. Preparo das amostras 

As amostras foram utilizadas na forma como são comercializadas sem submissão a 

nenhum tratamento prévio antes da análise.  

4.8. Fortificação da amostra 

As fortificações das amostras foram realizadas antes do processo de maceração com 

o adsorvente, tendo um tempo de contato em 30 min, com 100 μL da solução dos pesticidas 

de concentração 10 μg mL-1, obtendo um nível de fortificação 1 μg mL-1. 
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4.9. Procedimento de extração da µ-MSPD  

Inicialmente foi pesada a massa de 40 mg da amostra de alimentos para bebês a 

base de frutas e 60 mg de adsorvente, obtendo a proporção de 2:3. Em seguida, a amostra 

e o adsorvente foram maceradas com auxílio de um almofariz e pistilo e com velocidade 

constante por um período de 3 minutos até obtenção de um pó solto. O macerado foi 

transferido para uma ponteira de micropipeta de 1000 µL, a qual foi adicionada uma 

pequena quantidade de lã de vidro na parte inferior, seguida do homogeneizado da amostra 

com adsorvente e outra camada de lã na parte superior, evitando escape do material e 

formação de caminhos preferenciais durante o empacotamento. No método otimizado para 

a sílica, os analitos foram eluídos com 1000 µL de metanol/acetato de etila (50:50, v/v). 

Enquanto para o biocarvão foram utilizadas as mesmas condições da etapa anterior, mas 

os analitos foram eluídos com 1000 µL de metanol. 

A Figura 2 apresenta o esquema da proposta de µ-MSPD com ponteira de 

micropipeta para suporte do homogeneizado que foi desenvolvido nesse trabalho para 

extração dos analitos nas amostras de alimentos para bebês. 

             Figura 2: Esquematização da µ-MSPD desenvolvida nesse trabalho. 

  

Fonte: Autoria própria. 

4.10. Condições instrumentais de análise 

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

a líquido com detector UV-Vis/DAD ao utilizar os adsorventes comerciais. Enquanto a 
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Tabela 3 (B) apresenta as condições instrumentais de análise que foram utilizadas para 

avaliação do biocarvão.  

 
 

Tabela 3 (A) - Condições instrumentais de análise no HPLC DAD/UV-Vis. 

 
Condições do Cromatógrafo à Líquido 

 
Fase estacionária analítica: Shim-Pack UC-X RP C18;5 μm (250 x 4,6 mm)  

Fluxo da fase móvel: 1,0 mL min-1 

Modo de eluição: Eluição Gradiente, 35 % B (0,01 min), 100 % B (40 min), 100 % B (2 

min), 35 % B (2 min), 35 % B (8 min)  

Fase móvel: A: Água; B: Metanol  

Temperatura do Forno de colunas: 40 ºC  

Volume de injeção: 25 μL 

Comprimentos de onda (nm): 254, 246, 220, 277, 250, 210, 263, 228, 234, 273, 243 

 

 
 

Tabela 3 (B)- Condições instrumentais de análise no HPLC DAD/UV-Vis para análise 
utilizando o biocarvão como material adsorvente. 

 
Condições do Cromatógrafo Líquido 

 
Fase estacionária analítica: Shim-Pack UC-X RP C18 3 μm (150 x 2,1 mm)  

Fluxo da fase móvel: 0,3 mL min-1 

Modo de eluição: Eluição Gradiente, 5 % B (0,01 min), 100 % B (42 min), 100 % B (2 

min), 5 % B (8 min) finalizando o gradiente em 52 min.  

Fase móvel: A: Água; B: Metanol  

Temperatura do Forno de colunas: 40 ºC  

Volume de injeção: 25 μL 

Comprimentos de onda (nm): 254, 246, 220, 277, 250, 210, 263, 228, 234, 273, 243 
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4.11. Limpeza da vidraria 

A lavagem da vidraria seguiu procedimento padrão utilizado no Laboratório de 

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

 Enxágue com água corrente, por três vezes;  

 Lavagem com água destilada;  

 Lavagem com água ultrapura;  

 Enxágue com acetona;  

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

 

4.12. Descarte de Resíduos 

Os solventes resultantes do processo analítico e os resíduos sólidos gerados das 

análises foram acondicionados em recipientes devidamente identificados para posterior 

recolhimento por empresa responsável. 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1. Seleção de pesticidas dentre os autorizados pela ANVISA 

No painel de monografias autorizadas pela ANVISA consta os ingredientes ativos 

permitidos para uso agrícola no país [51]. Uma pesquisa foi realizada buscando 

informações dos pesticidas utilizados nas culturas de abóbora, banana, batata, batata-doce, 

canola, cenoura, chuchu, maçã e manga que estão presentes em diversas variedades de 

alimentos para bebês comercializadas industrialmente. Através desse levantamento, pôde-

se encontrar uma lista com 215 ingredientes ativos para essas culturas. Dessa relação 

foram escolhidos 20 pesticidas com base na disponibilidade desses padrões no Laboratório 

de Análise de Compostos Orgânicos Poluentes (LCP).  

Os pesticidas utilizados nessas culturas podem estar presentes nessas frutas, 

vegetais e legumes que são utilizados na constituição desses alimentos e, 

consequentemente podem permanecer durante o processo de produção desse alimento. 
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Estudos apresentam avaliações nessa matriz, devido a possibilidade de contaminação e 

sua consequência danosa a saúde do bebê [34,104,106]. Logo, foram selecionados os 

pesticidas abamectina, acefato, acetamiprido, azoxistrobina, bifentrina, clotianidina, 

difenoconazol, dimetoato, epoxiconazol, flutriafol, imidacloprido, lufenuron, malationa, 

metomil, permetrina, piraclostrobina, teflubenzurom, tiacloprido, tiametoxam e tiofanato-

metílico.  

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

em estudo para melhor compreender seu comportamento. Assim, foi realizada uma 

pesquisa sobre as informações gerais e propriedades físico-químicas dos pesticidas em 

estudo, as quais estão apresentadas na Tabela 4, Tabela 5 e Figura 3. 
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Pesticida Grupo Químico Fórmula 
Molecular 

Modo de Ação Utilização na 
Cultura 
Agrícola 

LMR1 

(mg kg-1) 
 

Abamectina Avermectinas C95H142O28 Inseticida Abóbora 
Batata 

Cenoura 
Chuchu 
Maçã 

Manga 
 

         0,010 
         0,010 
         0,005 
         0,010 
         0,010 
         0,060 

 

Acefato Organofosforado C4H10NO3PS Inseticida Batata 
Cenoura 

 

         0,200 
         0,150  

Acetamiprido Neonicotinóide C10H11ClN4 Inseticida Abobóra 
Batata 

Batata-doce 
Canola 

Cenoura 
Chuchu 
Maçã 

Manga 
 

         0,200 
         0,500 
         0,030 
         0,060 
         0,500 
         0,200 
         0,800 
         0,300 

 
Azoxistrobina Estrobilurina C₂₂H₁₇N₃O₅ Fungicida Abóbora 

Banana 
Batata 

Batata – doce 
Canola 

Cenoura 
Chuchu 
Maçã 

Manga 
 

         0,500 
         15,00 
         0,100 
         0,200 
          0,100 

          0,200 
         0,500 
         6,000 
         6,000 

      

Tabela 4- Informações gerais relacionadas aos pesticidas em estudo. Fonte: ANVISA; IUPAC PPDB [51,108]. 
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Bifentrina Piretróide C23H22ClF3O2 Inseticida Abóbora 
Banana 
Batata 

Batata-doce 
Canola 

Cenoura 
Chuchu 
Maçã 

Manga 
 

 

        0,300 
        0,020 
        0,030 
        0,080 
        0,020 
        0,150 
        0,300 
        0,400 
        0,300 
         
      

Clotianidina Neonicotinóide C6H8CIN5O2S Inseticida Batata         0,400 
 
 

Difenoconazol Triazol C19H17CI2N3O3 Fungicida Abóbora 
Banana 
Batata 

 
Batata-doce 

Canola                          
Cenoura 
Chuchu 
Maçã 

Manga 
 

         0,070 
         2,000 
         0,100 
          
         0,200 
         0,040 
         0,200 
         0,070 
         0,600 
         0,200 

Dimetoato Organofosforado C5H12NO3PS2 Inseticida Maçã          2,000 
      
      

Epoxiconazol Triazol C17H13ClFN3O Fungicida Banana 0,100 
 

Flutriafol Triazol C16H13F2N3O Fungicida Abóbora 
Banana 
Batata 

Batata-doce 

0,200 
0,200 
0,100 
0,100 

Tabela 4: Continuação 

Tabela 4: Continuação 
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Canola 
Cenoura 
Chuchu 
Maçã 

Manga 

0,200 
0,100 
0,200 
0,060 
0,500 

 
  

      
Imidacloprido Neonicotinóide C9H10ClN5O2 Inseticida Abóbora 

       Banana 
       Batata 

Cenoura  
       Manga 

 0,050 
 0,100 
 0,050 
 0,050 
 0,700 

      
Lufenuron Benzoilureia C17H8Cl2F8N2O3 Inseticida Abóbora 

Batata 
Batata-doce 

Canola 
Cenoura 
Chuchu 
Maçã 

 

0,080 
0,020 
0,010 
0,040 
0,010 
0,080 
0,600 

 
Malationa Organofosforado C10H19O6PS2 Inseticida Maçã          2,000 

 
Metomil Metilcarbamato de 

Oxima 
C5H10N2O2S Inseticida Batata 

Manga 
0,100 
0,010 

      
Permetrina Piretróide C21H20Cl2O3 Inseticida Uva 0,050 

Piraclostrobina Estrobilurina C19H18CIN3O4 Fungicida Abóbora 
Banana 
Batata 
Canola 

Cenoura 
Chuchu 
Maçã 

0,050 
0,500 
0,020 
0,200 
0,200 
0,050 
2,000 

Tabela 4: Continuação 
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LMR: Limite Máximo de Resíduo 

 

 

Manga 
 
 

0,700 

Teflubenzurom Benzoilureia C14H6CI2F4N2O2 Inseticida Abóbora 
Batata 

Batata-Doce 
Canola 

Cenoura 
Chuchu 
Maçã 

Manga 
 

0,010 
0,100 
0,050 
2,000 
0,050 
0,010 
0,600 
0,700 

 
Tiacloprido Neonicotinóide C10H9CIN4S Inseticida Banana 

Batata 
0,050 
0,100 

      
Tiametoxam Neonicotinóide C8H10ClN5O3S Inseticida Batata 

Canola 
Cenoura 

Maçã 
Manga 

 

0,100 
         0,200 

0,040 
0,200 
0,050 

 
Tiofanato–

metílico 
Benzimidazol C12H14N4O4S2 Fungicida Abóbora 

Banana 
Batata 
Canola 

Cenoura 
Maçã 

Manga 

0,100 
0,500 
0,100 
0,010 
0,010 
0,500 
2,000 

Tabela 4: Continuação 
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Tabela 5- Propriedades físico-químicas dos pesticidas em estudo. Fonte: ANVISA; IUPAC PPDB; PubChem [51,108,109].  

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

Solubilidade 
em H2O  
(mg L-1)  

Solubilidade 
solvente 
orgânico 
 (mg L-1)  

pKa LogKow 
 
 
 

Abamectina 1732,1 941 7,8x10-3 Acetona 
(1,5x105) 
Metanol 
(2,1x104) 
 

12,47 4,30 

Acefato 183,17 - 7,9x104 Acetona 
(1,51x103) 
Etanol 
(1x105) 
Acetato de etila 
(3,5x105) 
 

8,35 -0,85 

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

0,7 0,8 

Azoxistrobina 403,4 360 6,7x102 Metanol 
(2,0x104) 
Hexano (57) 
 

ND 2,5 

Bifentrina 422,88 - 1x10-3 Acetona 
(7,357x102) 
Heptano 
(1,445x102) 
Metanol 
(4,8x103) 

- 6,00 
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Clotianidina 249,68 - 3270 Diclorometano 
(1,32) 
Metanol  
(6,26) 
Acetato de etila 
(2,03) 

11,09 0,7 

       

Difenoconazol 406,26 - 1,5x102 Etanol 
(3,3x104) 
Acetona 
(6,1x104) 
n-hexano 
(3,4x102) 

1,1 4,4 

       

Dimetoato 229,26 - 2,59x102 Metanol 
(1,59x104) 
n-hexano  
(295) 

N.D 0,78 

       

Epoxiconazol 329,8 - 7,1x103 Acetato de etila 
(1x105) 
Acetona 
(1,4x105) 
 
 

2,00 3,58 

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

2,3 2,3 

Imidacloprido 255,66 - 6,1x10-2 Diclorometano 
(6,4x104) 
Isopropanol 

1,56 0,57 

Tabela 5: Continuação 
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(2,3x104) 
Tolueno 
(6,9x102) 
 

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

10,2 5,12 

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

ND 2,75 

Metomil 162,21 - 5,5x103 Metanol 
(1,0x106) 
Acetona 
(2,5x104) 
n-heptano 
(9,7x102) 
 
 

3,03 0,09 

Permetrina 391,29 - 1,1x10-2 Metanol 
(2,58x103) 
Hexano 
(1,0x106) 
 
 

ND 6,50 

Piraclostrobina 387,82 - 1,9x102 Metanol 
(1x105) 
Acetona 
(5,0x105) 
Octanol 
(2,42x102) 
 

-0,23 3,99 

Tabela 5: Continuação 
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Teflubenzurom 381,11 - 1,0x10-2 Metanol 
(1060) 
Acetona 
(8850) 
n-heptano  
  (10) 
 

8,16 4,64 

Tiacloprido 252,72 - 184 Acetato de etila 
(9,4x102) 
Acetona 
(6,4x103) 
 

   - 1,26 

Tiametoxam 291,7 - 4,1x102 Acetona 
(1,5x103) 
Metanol  
(13) 
Acetato de etila 
(7,0) 
Diclorometano 
(110) 
 

0,40 -0,13 
 

Tiofanato-
metílico 

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

7,38 1,4 

       

       

Tabela 5 - Continuação 

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

Tabela 5: Continuação 
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A análise das propriedades dos pesticidas é um parâmetro importante pois auxilia na 

compreensão do comportamento desses compostos nos procedimentos de extração. 

Dentre as propriedades, tem-se o coeficiente de partição octanol-água (Kow) que relaciona 

a afinidade da molécula com a fase polar (água) e fase apolar (octanol), permitindo 

caracterizar o composto como hidrofóbico (caso apresente valores elevados e não tenham 

afinidade com água) ou hidrofílico (com baixos valores de Kow e solúveis em água) [110].  

A partir do coeficiente de partição octanol-água é possível agrupar os compostos em 

não polares que apresentam log Kow > 4 e os compostos polares que apresentam o log Kow 

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

4 [111]. 

Considerando tais propriedades observa-se que a maioria dos pesticidas em estudo 

são hidrofílicos e polares como é o caso do acefato, acetamiprido, clotianidina, dimetoato, 

imidacloprido, metomil, tiacloprido, tiametoxam e tiofanato metílico. Enquanto os compostos 

hidrofóbicos e menos polares abrangem a abamectina, bifentrina, difenoconazol, 

lufenurom, permetrina e teflubenzurom [111, 112]. Além disso, ressalta-se os pesticidas que 

apresentam polaridade intermediária como é o caso da azoxistrobina, epoxiconazol, 

flutriafol, malationa e piraclostrobina.  

O pKa está relacionado ao caráter ácido do analito e quanto menor o pKa mais forte 

será o ácido e maior a probabilidade de ser ionizado, pois encontra-se relacionado ao pH 

do meio [111]. Logo, o valor do pKa de alguns analitos indicam o quão forte é o ácido, com 

exceção da abamectina, acefato, clotianidina, lufenurom, teflubenzurom e tiofanato-

metílico. 

A solubilidade do analito em água busca estabelecer a sua forma de se dissolver em 

decorrência da presença de água. Além de relacionar com a polaridade do composto de 

modo que quanto mais solúvel for em água, maior será sua polaridade e quanto menos 

solúvel for indica seu caráter apolar [111]. 
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Figura 3- Estruturas moleculares, nomes comerciais e científicos dos pesticidas em estudo. Fonte: ANVISA; IUPAC PPDB [51,109]. 
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Figura 3: Continuação 

Figura 3: Continuação 
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Para o desenvolvimento do método deste trabalho por µ-MSPD e HPLC 

DAD/UV-Vis, inicialmente foram otimizadas as condições instrumentais para análise 

simultânea dos pesticidas selecionados, seguido dos experimentos de preparo de 

amostra para extração dos pesticidas nos alimentos para bebês a base de frutas. 

5.2. Otimização das condições instrumentais de análise 

Na otimização do método instrumental de análise, inicialmente foram avaliados 

os solventes água (A) e acetonitrila (B), além de água (A) e metanol (B) para 

composição da fase móvel. As condições avaliadas mostraram que ao utilizar o 

metanol, os sinais dos analitos apresentaram áreas mais elevadas em relação a 

utilização da acetonitrila. Colunas cromatográficas com diferentes fases estacionárias 

como a Shim-pack UC-X RP CN (150 mm x 2,1 mm, 3 μm), Shim-pack UC-X RP C18 

(150 mm x 2.1 mm, 3 μm), Shim-pack UC-X RP fenil (250 mm x 4,6 mm, 3 μm) e Shim-

Pack UC-X RP C18 (250 x 4,6 mm, 5 µm) foram avaliadas ao utilizar um gradiente 

exploratório de 5 – 100 % de B em 60 minutos para separação dos analitos. 

Ao utilizar a coluna com a fase estacionária ciano, a maior parte dos analitos 

não foram eluídos da coluna cromatográfica, o que pode estar relacionado a interação 

dos analitos com a fase estacionária. As melhores condições de análise foram ao 

utilizar a coluna com fase estacionária fenil e C18, conforme a Figura 4 (A e B) e Figura 

5 (A e B) apresentam o perfil de separação. 
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Figura 4: Cromatogramas obtidos ao utilizar a coluna cromatográfica Shim-pack UC-

X RP fenil (250 mm x 4,6 mm, 3 μm). Para as condições instrumentais de análise, 

utilizou-se gradiente exploratório 5 – 100 % B com tempo de análise em 60 minutos. 

(A) 

(B) 

1-Abamectina, 2-acefato, 3-acetamiprido, 4-azoxistrobina, 5-bifentrina, 6-clotianidina, 7-

difenoconazol, 8-dimetoato, 9-epoxiconazol, 10-flutriafol, 11-imidaloprido, 12-lufenurom, 13-malationa, 

14-metomil, 15-permetrina, 16-piraclostrobina, 17-teflubenzurom, 18-tiacloprido, 19-tiametoxam, 20-

tiofanato-metílico. 
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Figura 5: Cromatogramas obtidos ao utilizar a coluna cromatográfica Shim-Pack UC-

X RP C18 (250 x 4,6 mm, 5 µm). Para as condições instrumentais de análise, utilizou-

se gradiente exploratório 5 – 100 % B com tempo de análise em 60 minutos.

(A) 

(B) 

1-Abamectina, 2-acefato, 3-acetamiprido, 4-azoxistrobina, 5-bifentrina, 6-clotianidina, 7-difenoconazol, 

8-dimetoato, 9-epoxiconazol, 10-flutriafol, 11-imidaloprido, 12-lufenurom, 13-malationa, 14-metomil, 15-

permetrina, 16-piraclostrobina, 17-teflubenzurom, 18-tiacloprido, 19-tiametoxam, 20-tiofanato-metílico. 
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No entanto, foi possível observar que as melhores condições de análise para 

separação dos analitos foi ao utilizar a coluna cromatográfica com fase estacionária 

C18, mas com necessidade em otimizar o gradiente para melhor separação dos 

analitos que coeluiram ou eluiram em tempo de retenção bem próximo. A coluna 

avaliada para desenvolvimento das condições de trabalho foi a Shim-Pack UC-X RP 

com fase estacionária C18, caracterizada por apresentar um grupo funcional polar 

entre a sílica e o grupo C18, permitindo ser utilizada para análise de amostras que 

contém compostos com abrangente intervalo de polaridade [91,113].  

Soluções individuais dos 20 pesticidas (abamectina, acefato, acetamiprido, 

azoxistrobina, bifentrina, clotianidina, difenoconazol, dimetoato, epoxiconazol, 

flutriafol, imidacloprido, lufenuron, malationa, metomil, permetrina, piraclostrobina, 

tefluzenzurom, tiacloprido, tiametoxam e tiofanato-metílico) foram preparadas na 

concentração de 1000 µg mL-1 e uma solução conjunta com concentração de 10 µg 

mL-1 foi analisada no HPLC DAD/UV-Vis.   

Inicialmente foi realizada uma análise exploratória a partir da eluição em modo 

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

fase móvel constituída pela mistura metanol: água. O metanol foi escolhido devido 

apresentar maior força de eluição e menor custo em relação a acetonitrila, além dos 

analitos serem solúveis nesse solvente, sendo adequado para utilizar na 

cromatografia em fase reversa, em que a fase estacionária é menos polar que a fase 

móvel [114-116]. 

Para a vazão da fase móvel foi utilizada a condição de 1 mL min-1, devido ao 

tamanho da coluna cromatográfica e, dessa forma, garantir eluição dos analitos da 

coluna, permitindo a separação. Uma coluna menor como a Shim-Pack UC-X RP C18 

3 µm (150 x 2,1 mm) foi avaliada, mas o limite máximo de pressão do sistema foi 

alcançado (350 kgf cm-2), de modo que o equipamento ficava instável e desligava. 

Logo, foi necessário substituir essa por uma coluna Shim-Pack UC-X RP C18 5 µm 

(250 x 4,6 mm) com maior diâmetro e tamanho de partícula.   

A partir da análise exploratória foi possível avaliar o tempo de retenção, assim 

como o comprimento de onda máximo para cada analito [λmáx. (nm)], conforme é 

apresentado na Tabela 6. 
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Em seguida, buscou-se otimizar as condições instrumentais de modo a 

aumentar a proporção de solvente orgânico (Verificar as condições instrumentais na 

seção 4.10) e assim, diminuir o tempo de retenção dos analitos. Nessa etapa, foi 

calculada a proporção de metanol necessário para eluir o primeiro e último analito e, 

posteriormente, avaliada a taxa de variação do gradiente que seria adequada para 

separação dos analitos em estudo. 

Para otimização do gradiente observou-se o analito que apresentou o menor 

tempo de retenção, ou seja, que eluiu primeiro da coluna cromatográfica (tiametoxam), 

logo foi calculado o percentual de solvente orgânico necessário, obtendo o resultado 

de 42,39 % de metanol para eluição desse analito, o que permitiu iniciar o gradiente 

com uma porcentagem em 35 % de metanol.  

Em seguida, verificou-se que o último analito necessitava de 95,07 % de 

solvente orgânico para eluição e, optou-se por finalizar o gradiente em 100 % 

garantindo o tempo necessário para retorno das condições iniciais e concluindo a 

corrida cromatográfica em um tempo de 52 minutos, em que tal condição permitia a 

separação dos analitos nessa faixa de análise. As condições instrumentais de análise 

e o gradiente estabelecido constam na seção 4.10. 
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Tabela 6: Tempos de retenção e comprimentos de onda de absorção máxima dos 

padrões de pesticidas avaliados. 

Pesticida Tempo de 

retenção (min) 

Tempo de 

retenção (após 

otimização) 

λmáx. (nm) 

Tiametoxam 10,63 4,87 252 

Imidacloprido 16,03 6,93 269 

Metomil 11,99 7,46 234 

Acetamiprido 14,00 7,46 246 

Tiacloprido 20,06 7,46 243 

Dimetoato 34,63 7,47 210 

Clotianidina 16,72 7,56 250 

Tiofanato - metílico 26,20 16,80 265 

Flutriafol 24,00 18,40 263 

Azoxistrobina 27,00 21,38 216 

Malationa 27,50 23,50 228 

Epoxiconazol 30,00 26,37 220 

Acefato 27,56 27,06 250 

Difenoconazol 36,11 30,61 220 

Piraclostrobina 33,00 31,14 273 

Teflubenzuron 39,86 33,15 211 

Abamectina 38,34 34,56 254 

Lufenurom 39,44 36,29 253 

Permetrina 41,72 38,17 220 

Bifentrina 40,00 39,90 220 
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A Figura 6 apresenta os cromatogramas obtidos para cada analito, assim como 

os espectros de absorção molecular mostram o λmáx. (nm) selecionado com base na 

absorção de intensidade máxima de sinal para cada analito, enquanto a Figura 7 

apresenta o perfil de separação dos analitos antes e após a etapa de ajuste do método 

nas condições do tópico 4.10. 
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Figura 6: Cromatogramas obtidos no HPLC DAD/UV-Vis e espectros de absorção máxima para cada analito em estudo. 
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9 

13 

 

Figura 7: Cromatogramas apresentando o perfil de separação dos analitos na análise 

exploratória (7a, 7b) e após otimização das condições instrumentais (7c, 7d). Para as 

condições instrumentais de análise, utilizou-se gradiente exploratório 5 – 100 % B com 

tempo de análise em 60 minutos (7a, 7b) e gradiente 35 – 100 % B em 52 min (7c, 

7d). 
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1-Abamectina; 2- Acefato; 3- Azoxistrobina; 4- Acetamiprido; 5- Bifentrina; 6- Clotianidina; 
7- Difenoconazol; 8- Dimetoato; 9- Flutriafol; 10- Epoxiconazol; 11- Imidacloprido; 12- 
Lufenurom; 13- Malationa; 14- Metomil; 15- Permetrina; 16- Piraclostrobina; 17- 
Teflubenzurom; 18- Tiacloprido; 19- Tiametoxam; 20- Tiofanato-metílico. 

 

 

    

1-Abamectina; 2- Acefato; 3- Azoxistrobina; 4- Acetamiprido; 5-Bifentrina; 6- Clotianidina; 7- 
Difenoconazol; 8- Dimetoato; 9- Flutriafol; 10- Epoxiconazol; 11- Imidacloprido; 12- Lufenurom; 13- 
Malationa; 14- Metomil; 15- Permetrina; 16- Piraclostrobina; 17- Teflubenzurom; 18- Tiacloprido; 19- 
Tiametoxam; 20- Tiofanato-metílico. 
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Logo, os cromatogramas apresentados na Figura 7 (7a, 7b) e (7c, 7d) estão 

separados devido impossibilidade de realizar a comparação de todos os analitos em 

um único cromatograma, por limitação do software, mas buscam mostrar que após 

ajuste no gradiente (7c, 7d), aumentando a porcentagem de solvente orgânico foi 

possível reduzir o tempo de retenção dos analitos e, ainda foi possível obter bom perfil 

de separação para maioria dos analitos em estudo. Mesmo após otimização do 

método instrumental de análise, o acetamiprido, clotianidina, dimetoato, metomil e 

tiacloprido foram eluídos em tempo de retenção próximos, logo buscou-se avaliar 

outras propostas de gradiente, conforme consta na Tabela 7.  

Tabela 7: Gradientes avaliados no HPLC DAD/UV-Vis 

Gradiente 1 Gradiente 2 Gradiente 3 

     35%B (0,01 min) 

    100%B (40,0 min) 

    100%B (12,0 min) 

    35%B (2,0 min) 

    35%B (16,0 min) 

      35%B (0,01 min) 

     100%B (30,0 min) 

     100%B (12,0 min) 

      35%B (2,0 min) 

      35%B (12,0 min) 

         35%B (0,01 min) 

         70%B (40,0 min) 

         100%B (2,0 min) 

         100%B (4,0 min) 

          35%B (8,0 min) 

 

Ao avaliar as três propostas de gradiente apresentadas na Tabela 7, os 

resultados não foram satisfatórios e optou-se por continuar com a condição de 35 – 

100 % de solvente orgânico com análise em 52 min. Com base nos espectros de 

absorção, foram selecionados os comprimentos de onda para cada analito.  

 

5.3. Desenvolvimento do método por µ-MSPD 

A proposta de desenvolvimento do método de extração com a µ-MSPD 

utilizando de ponteiras de micropipeta buscou minimizar o custo, utilizar menores 

quantidades de reagentes e reduzir as etapas do processo de extração, já que ao 

substituir os cartuchos que são comumente utilizados na MSPD por ponteiras, permitiu 

reduzir volumes e eliminou a necessidade de utilizar um sistema à vácuo para acelerar 

o processo de eluição dos analitos. Por conseguinte, a montagem das ponteiras com 

amostra e material adsorvente é realizada mais rapidamente que montar cartuchos 
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para o processo de extração por permitir formação de coluna com menor quantidade 

de material. 

A proposta da µ-MSPD envolve alguns parâmetros que são cruciais para 

melhor extração dos analitos. Dentre esses parâmetros, a escolha do tipo, quantidade 

e proporções de adsorvente e amostra para obtenção de um pó homogêneo devem 

ser avaliados, assim como solvente de eluição para as melhores condições de 

extração. Na escolha do adsorvente e solvente de eluição adequados é levado em 

consideração as propriedades dos analitos, natureza da matriz, assim como 

interferentes que devem ser eliminados. No caso de alimentos para bebês a base de 

frutas, a água é o principal componente e sua presença pode interferir na recuperação 

dos analitos, enquanto os alimentos para bebês a base de carne, a gordura presente 

é um dos potenciais interferentes que também pode interferir nos resultados do 

método de extração [28,29,117]. 

Foram realizados os testes para verificar a quantidade de material necessário 

para obtenção de um pó homogêneo e que seria suficiente para formar uma coluna 

com o homogeneizado em uma ponteira com capacidade de 1000 µL. A condição da 

ponteira de micropipeta utilizada neste trabalho é uma adaptação dos estudos de Sun 

et al. (2022) [118], conforme Figura 8, em que a parte superior da ponteira de 

micropipeta de 100 µL é cortada, juntamente com a ponta da micropipeta de 1000 µL, 

de modo que as duas fiquem conectadas entre si e, posteriormente, o material 

adsorvente com a amostra ficarão embalados na ponteira de 100 µL para posterior 

passagem do solvente e extração dos analitos. Contudo, neste trabalho o método 

proposto procurou avaliar a não adaptação das ponteiras, a fim de reduzir o tempo de 

montagem do experimento. Inicialmente, foram avaliados diferentes adsorventes, 

solvente de eluição e volume, conforme procedimento de extração apresentado no 

Tópico 2.4. Os parâmetros da condição final da otimização estão descritos no Tópico 

4.8. 
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Figura 8: Esquema ilustrativo de suporte para µ-MSPD 

Fonte: Adaptado de Sun et al. (2022) [118]. 

  

5.3.1. Seleção do adsorvente 

A seleção do adsorvente é um parâmetro essencial de otimização ao trabalhar 

com a MSPD. A retenção dos analitos pelo material adsorvente é resultante de forças 

atrativas envolvidas como ligações de hidrogênio, interações dipolo-dipolo e forças 

Van der Waals entre as ligações dos analitos com material adsorvente [77].  

Para escolha do adsorvente mais adequado para tais analitos, foram avaliados 

os percentuais de recuperação, verificando que material adsorvente apresentava 

melhor capacidade de interação com os analitos, no qual juntamente com o solvente 

de eluição adequado permitiria que os analitos fossem extraídos, apresentando 

resultados de recuperação na faixa entre 70 – 120 % com desvio padrão ≤ 20 % [119]. 

Esses resultados foram obtidos a partir da quantificação das áreas integradas dos 

picos cromatográficos dos extratos fortificados e dos picos da solução comparação 

através do cálculo com base na equação (1). 

 

(1)             Recuperação (%) =  
Área do extrato

Área da solução comparação
 x 100 



   64 
 

 

 

Ressalta-se que a área do sinal no extrato é obtida através do resultado 

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

da solução comparação corresponde ao extrato que foi fortificado após o processo de 

extração. 

Os testes de recuperação foram realizados com os adsorventes comerciais 

alumina neutra, florisil, sílica gel, amina primária-secundária (PSA), C18 e TEOS. 

Ressalta-se que os adsorventes não foram submetidos a nenhum tratamento antes 

do uso e os testes foram realizados avaliando para cada adsorvente os solventes de 

eluição metanol e acetonitrila, devido a polaridade, força eluente e compatibilidade 

com a fase móvel, além da mistura dos solventes metanol:diclorometano (MeOH/DCM 

50:50, v/v) por ter um solvente de polaridade intermediária. Para os testes de 

otimização, foram utilizadas ponteiras de micropipeta contendo a mistura de 40 mg de 

alimentos para bebês a base de frutas e 40 mg de adsorvente utilizando um nível de 

fortificação de 1 μg mL-1 com o volume de 1000 µL de solvente extrator. As Figuras 9 

apresentam os gráficos indicando os percentuais de recuperação obtidos nos estudos 

com os diferentes adsorventes e solventes de eluição, enquanto a Tabela 8 apresenta 

os valores dos percentuais de recuperação para cada condição avaliada. 
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Figura 9- Percentuais de recuperação dos adsorventes para os diferentes solventes 

de eluição avaliados. Para as condições instrumentais de análise, utilizou-se gradiente 

exploratório 35 – 100 % B com tempo de análise em 52 minutos. 
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 Tabela 8: Percentuais de recuperação para cada analito nas condições avaliada (%). 

ANALITO TEOS ALUMINA NEUTRA C18 

Clotianidina 51,3±4 36,1±5 12,5±6 29,4±5 12,2±6 49,6±3 52,3±3 21,6±5 15,1±6 

Metomil 60,6±5 57,6±4 17,1±6 38,5±5 1,7±6 55,1±4 52,6±3 35,9±4 21,4±5 

Tiametoxam 30,8±2 25,3±5 12,9±6 55,9±4 8,4±6 50,5±4 51,5±2 18,4±6 32,6±2 

Acetamiprido 51,3±7 55,8±5 11,1±5 56,3±4 12,8±5 49,3±6 52,3±3 24,9±4 16,1±5 

Imidacloprido 47,5±3 45,8±3 10,9±5 55,6±4 8,4±7 49,4±6 39,4±4 20,6±5 31,9±4 

Tiacloprido 53,0±2 50,3±2 13,1±4 57,3±3 14,9±4 50,2±4 
   

55,3±4 25,1±2 15,7±6 

Flutriafol 51,7±2 41,6±6                     0 52,0±4 22,4±5 43,3±4 
    

25,5±2 33,7±4 53,9±4 

Tiofanato-metílico 9,0±6 6,4±6 2,2±6 21,2±5 1,9±6 21,8±5  5,2±6 10,5±5 2,5±5 

Azoxistrobina           0         0 11,2±5         0        0 53,7±4      0         0              0 

Malationa 38,5±4 34,5±4 9,3±7 93,7±2 2,4±6 39,4±4      0 15,4±6 32,4±2 

Acefato 97,4±2 31,3±2 91,5±2 75,3±2 67,3±5 123,2±2 62,8±3 108,5±3 84,6±2 

Epoxiconazol 41,8±6 42,4±6 52,3±4 54,1±4 19,2±6 38,9±4 49,3±4 12,4±6 47,4±5 

Piraclostrobina 45,4±6 43,8±6 10,2±6 56,3±4 13,9±6 55,6±3 26,3±5 16,3±5 31,3±4 

Dimetoato 83,2±2 81,3±2 87,1±2 120,6±3 74,6±2 96,2±2 61,1±5 74,5±2 46,1±4 

Difenoconazol 44,9±4 27,6±4 13,4±5 56,2±7 17,8±6 54,4±7 39,6±4 13,7±6 40,7±4 

Abamectina 39,0±4 20,9±5 19,5±6 54,1±7 6,3±6 59,9±6 50,7±4 12,1±6 36,0±5 

Lufenuron 47,7±4 46,0±4 2,5±6 55,9±6 9,7±7 43,2±4 24,7±5 14,3±5 32,2±3 

Teflubenzuron 70,4±2 41,3±4 31,2±4 55,6±6 14,0±6 52,2±4 43,2±4 17,4±5 19,1±6 

Bifentrina 55,6±4 42,6±6 14,9±6 56,1±6 7,8±6 52,0±3 28,5±5 13,3±6 13,5±4 

Permetrina 56,2±3 43,3±4 12,9±6 56,5±5 8,5±7 51,0±3 28,5±4 13,7±6 35,0±6 

       MEOH          ACN       MEOH:DCM     MEOH     ACN  MEOH:DCM   MEOH         ACN   MEOH:DCM 
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ANALITO 
FLORISIL PSA SÍLICA 

Clotianidina 28,4±5 15,4±5 9,9±7 18,4±9 34,6±6 26,1±6 48,6±7 65,6±5 62,6±7 

metomil 34,5±3 28,1±3 15,3±5 29,5±7 41,8±9 30,9±5 50,4±5 65,2±4 64,5±5 

tiametoxam 30,5±4 14,2±4 10,9±4 16,4±13 22,7±4 24,7±8 41,0±9 64,6±4 59,3±8 

Acetamiprido 29,2±4 24,5±4   9,4±6 19,3±5 34,4±5 25,7±6 48,9±5 60,5±8 62,8±9 

Imidacloprido 26,6±4 19,3±5   9,2±5 15,6±6 28,2±7 22,6±3 42,7±8 91,2±5 60,0±5 

Tiacloprido 29,1±5 24,2±12  10,2±3 20,7±5 37,6±6 25,8±2 50,5±5 64,1±8 63,2±6 

Flutriafol 37,6±6 0       0         0 26,8±4 48,3±7 54,6±8 65,8±6 59,7±8 

Tiofanato-metílico 6,4±3 
    

6,7±16    2,5±7  5,4±4  7,5±3 10,9±10 3,5±4 8,7±13 12,4±6 

Azoxistrobina        0 0  10,7±6       0        0 19,5±6        0 64,8±6               0 

Malationa 24,4±4 
    

19,3±13    8,7±6 11,6±5  25,4±6 55,4±4 51,4±6 57,3±8 60,1±3 

Acefato 101,7±2 
   

35,9±7        144,2±4 59,1±6 17,0±9 37,7±6 68,6±3 44,9±5 122,9±2 

Epoxiconazol 19,1±8   16,4±8   11,1±9 12,6±6 28,2±5 17,3±5 42,4±8 62,5±6 60,8±6 

Piraclostrobina 24,5±2 16,8±11     9,4±6 16,7±4 29,8±7 25,7±3 47,6±5 65,7±7 66,6±6 

Dimetoato 75,4±7 77,8±11      43,0±3 58,5±3 65,1±6 114,5±5 74,4±3 94,5±4 95,3±2 

Difenoconazol 43,7±2 17,5±7          9,3±2 16,5±4 28,9±4 26,3±6 53,4±6 60,4±6 58,8±8 

Abamectina 18,6±7 10,5±7    6,9±6 13,5±6 12,0±6 25,6±7 34,8±7 46,8±8 52,1±5 

Lufenuron 25,1±6 14,1±6 2,0±5 15,3±11 34,0±4 15,9±5 47,8±6 68,5±4 32,1±6 

Teflubenzuron 51,0±3 13,4±12   31,4±7 17,4±7 39,4±3 27,3±4 64,2±5 39,1±6 79,5±7 

Bifentrina 27,3±2 21,1±5        11,1±6 22,5±8 36,1±3 29,6±6 48,5±8 63,3±7 64,6±5 

Permetrina 26,2±8 20,0±8 8,8±7 21,9±5 31,6±5 30,8±7 47,2±6 58,9±5 53,2±4 

      MEOH ACN MEOH:DCM     MEOH         ACN  MEOH:DCM     MEOH        ACN     MEOH:DCM 

Tabela 8: Continuação 
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Analisando os resultados obtidos na Figura 7 e Tabela 8, a não recuperação da 

azoxistrobina para a maior parte das condições avaliadas pode estar relacionada a 

presença de grupos em sua estrutura que favorecem ligações de hidrogênio. E, 

possivelmente, a força de eluição utilizada não foi suficiente para romper as ligações 

e recuperar os analitos [77,119].  

Ao verificar as propriedades dos materiais utilizados como adsorvente do 

método, o PSA é caracterizado por ser um adsorvente que remove impurezas como 

ácidos graxos, açúcares e pigmentos polares presentes na matriz alimentar [120]. 

Florisil adsorve componentes polares em matrizes apolares, enquanto a alumina 

neutra é um adsorvente adequado para adsorver compostos lipídicos [121]. Os 

lipídios, proteínas, pigmentos, gorduras, carboidratos e outros componentes 

presentes na matriz podem ocasionar interferência [122].  

Além disso, o PSA, alumina neutra e sílica apresentam características polares 

e ao trabalhar com compostos polares e de polaridade intermediária, pode resultar em 

adsorção irreversível em suas superfícies, dificultando a remoção dos analitos de 

interesse ao utilizar solventes polares como o metanol e acetonitrila que geralmente 

são utilizados na MSPD por apresentar compatibilidade com a técnica instrumental de 

análise [91,123]. 

O fato de obter bons valores de recuperação em presença da sílica nas 

condições que foram avaliadas pode estar relacionado a sua estrutura homogênea e 

distribuição uniforme dos sítios de adsorção que permite melhor retenção dos analitos, 

assim como o fato de utilizar o metanol na etapa de eluição dos analitos foi eficiente 

para romper as diferentes interações entre os analitos e adsorvente [91]. 

5.3.2. Seleção da quantidade de sílica para material adsorvente 

A seleção da quantidade do material adsorvente também é um parâmetro 

importante que deve ser avaliado, pois a proporção matriz e dispersante afeta a área 

superficial entre amostra e solvente de eluição, melhorando a eficácia da extração e 

recuperação dos analitos [124,125].  

Foram avaliadas as condições de 40, 60 e 80 mg de sílica como material 

adsorvente, juntamente com uma quantidade fixada de 40 mg de amostra para 
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obtenção de um homogeneizado solto. Essas quantidades de adsorvente foram 

adicionadas a amostra e trituradas em um almofariz por 3 min até a obtenção de um 

pó solto e homogêneo que foi transferido para uma ponteira de micropipeta, seguido 

de eluição dos analitos com o solvente orgânico, conforme esquema apresentado 

anteriormente na Figura 2. A Figura 10 apresenta os percentuais de recuperação para 

as condições avaliadas, nos quais os testes seguiram com os analitos que melhor 

apresentaram perfil de separação durante a etapa de otimização das condições 

instrumentais de análise. 

Figura 10: Percentuais de recuperação ao utilizar diferentes quantidades de sílica. 

Para as condições instrumentais de análise, utilizou-se gradiente exploratório 35 – 100 

% B com tempo de análise em 52 minutos. 

 

 

 

Ao analisar a Figura 10, pode-se constatar que ao utilizar a condição de 40 mg 

de sílica, 7 analitos apresentaram percentuais de recuperação acima de 70%, 

enquanto ao utilizar 60 mg de sílica, favoreceu a recuperação de 11 analitos, mas ao 

utilizar 80 mg de dispersante foi observado uma redução no quantitativo de analitos, 

recuperando apenas 7 dos 14 analitos em estudo. Ou seja, utilizar o dobro da 

quantidade de adsorvente proposta inicialmente reduziu os percentuais de 

recuperação para a maioria dos analitos, com exceção do teflubenzuron que 
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recuperou melhor na condição acima, mas não favoreceu aumento de percentual para 

os demais analitos. 

 A redução nos percentuais de recuperações pode estar relacionada ao fato do 

aumento de material sólido para uma pequena quantidade de eluente, além disso ao 

utilizar maior quantidade de adsorvente aumentou a quantidade de homogeneizado 

obtido. Logo, para o procedimento de extração era necessário exercer maior pressão 

na micropipeta para passagem do solvente durante o processo de dessorção dos 

analitos e, assim, tanto dificultava quanto aumentava o tempo de extração, o que 

também não favoreceria a avaliação de um maior volume de eluente.  

Portanto, a quantidade de adsorvente que proporcionou melhores percentuais 

de recuperação foi ao utilizar a condição de 60 mg de adsorvente, na qual favoreceu 

uma condição de extração adequada para maior parte dos analitos. Esse fato pode 

estar relacionado a elevação da altura do enchimento da ponteira, permitindo 

melhorias na interação entre o solvente e a matriz, o que foi adequado por 

proporcionar bons percentuais de recuperação sem limitar o procedimento de 

extração [125].  

Com este parâmetro definido foi avaliado variações no volume da acetonitrila 

para eluição dos analitos. 

 

5.3.3. Avaliação do volume do solvente de eluição 

 

O conhecimento sobre a natureza do solvente de eluição é necessário para 

dessorver preferencialmente os analitos e não os interferentes da matriz [126]. Os 

solventes orgânicos metanol e acetonitrila foram escolhidos devido a natureza polar e 

compatibilidade com a técnica instrumental. Além disso, acetonitrila é um solvente 

ideal ao trabalhar com cromatografia líquida de fase reversa devido a sua viscosidade 

e sua polaridade, além de apresentar uma miscibilidade com água e características o 

suficiente para maior eficiência na extração de pesticidas polares [89, 127].  

Conforme apresentado na Figura 9 (B), ao utilizar acetonitrila como eluente, 

muitos analitos recuperaram acima de 60%. Logo, buscou-se para esse solvente 
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avaliar a variação de volume de 1000 µL para 1500 e 2000 µL para verificar se esse 

aumento de eluente favoreceria os percentuais de recuperação.  

A Tabela 9 apresenta os percentuais de recuperação obtidos com o 

comparativo das condições avaliadas.
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Tabela 9: Avaliação de diferentes volumes de acetonitrila como eluente para a 

recuperação dos analitos.  

Analitos  

        1000 µL 

Recuperação(%) 

1500 µL 

 

      2000 µL 

Clotianidina 

Tiametoxam 

Acetamiprido 

Imidacloprido 

Tiofanato-metílico 

Azoxistrobina 

Malationa 

Epoxiconazol 

Piraclostrobina 

Difenoconazol 

Abamectina 

Lufenuron 

Teflubenzuron 

Bifentrina 

65,6 ± 5 

64,5 ± 4 

60,5 ± 8 

91,2 ± 5 

8,7 ± 13 

64,8 ± 6 

57,3 ± 8 

62,5 ± 6 

65,7 ± 7 

60,4 ± 6 

46,8 ± 8 

68,5 ± 4 

39,1 ± 6 

63,3 ± 7 

 

58,4 ± 6 

45,6 ± 4 

58,7 ± 7 

58,0 ± 3 

12,9 ± 10 

56,6 ± 4 

52,9 ± 6 

59,2 ± 5 

62,4 ± 3 

55,5 ± 2 

41,4 ± 6 

59,4 ± 2 

65,9 ± 2 

61,1 ± 6 

 

50,1 ± 4 

N.D. 

56,1 ± 7 

57,7 ± 2 

12,4 ± 10 

51,9 ± 3 

50,4 ± 6 

47,8 ± 5 

55,4 ± 3 

52,8 ± 5 

36,9 ± 5 

53,0 ± 3 

65,0 ± 2 

51,9 ± 7 

 

N.D.= Não detectado 
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O aumento do volume do solvente de eluição não proporcionou um 

aumento de recuperação para a maioria dos analitos. Os resultados 

apresentados na Tabela 9 indicaram que a medida em que aumentou o volume 

de eluente, as recuperações diminuíram significativamente, com exceção do 

tiofanato-metílico e teflubenzuron. Além disso, maior volume de eluente 

necessitou de uma etapa adicional de evaporação do solvente em suave 

corrente de nitrogênio para posterior concentração em 1 µg mL-1, e a adição 

desta nova etapa resulta em maior tempo de extração. 

Entretanto, ao avaliar o branco dos extratos nas condições acima 

mencionada (Figura 11), foi observado que a medida em que aumentou o volume 

do eluente, surgiram picos adicionais no cromatograma nas regiões próximas ao 

tempo de retenção dos analitos. Ou seja, maior volume de ACN para eluição dos 

analitos pode também ter favorecido a eluição de interferentes da matriz, assim 

como contribuiu para o efeito matriz e isso pode ocasionar uma redução nos 

valores de recuperação dos analitos. 

Figura 11: Cromatogramas dos extratos brancos em 220 nm (isento da 

contaminação por pesticidas) para as condições de 1000, 1500 e 2000 µL de 

acetonitrila como solvente de eluição. Para as condições instrumentais de 

análise, utilizou-se gradiente exploratório 35 – 100 % B com tempo de análise 

em 52 minutos.

 

1- 1000 µL de ACN (cromatograma em preto); 2- 1500 µL de ACN (cromatograma em vermelho) 

e 3- 2000 µL de ACN (cromatograma em azul) 
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Portanto, ao fazer o compativo dos resultados obtidos ao aumentar o 

volume de eluente não foram satisfatórios para os analitos em estudo, indicando 

que um menor volume de eluente resultou em melhores condições para o 

método de extração. Assim, a condição mais adequada para os volumes 

avaliados foi permanecer com 1000 µL de ACN e seguir a otimização do método 

analítico avaliando a eficiência com a utilização de outros solventes orgânicos, 

conforme é apresentado no tópico seguinte. 

5.3.4. Avaliação de diferentes solventes de eluição 

Seguindo a análise do solvente de eluição, foi avaliada uma mistura de 

solventes com uma polaridade intermediária ao utilizar mistura com o 

diclorometano (DCM) devido apresentar média polaridade. O DCM apresenta 

uma força de eluição de 0,32 e o metanol que é um solvente polar tem uma força 

eluente com valor eluotrópico equivalente a 0,73, em relação a sílica. Logo, a 

mistura desses solventes tem uma força eluente intermediária capaz de 

favorecer a eluição desses analitos, proporcionando maiores valores de 

recuperação [91]. Desse modo, para os adsorventes avaliados foi avaliado a 

mistura MeOH:DCM (50:50, v/v).  

Os resultados apresentados na Figura 9 e Tabela 8 mostraram que para 

os adsorventes e condições avaliadas ao utilizar MeOH, ACN e MeOH:DCM 

(50:50, v/v), os analitos em estudo apresentaram percentuais de recuperação 

em torno de 70%. As melhores condições foram ao utilizar a sílica e alumina 

neutra como material adsorvente, devido apresentarem maiores percentuais de 

recuperação, mas ao utilizar a alumina neutra durante a etapa de maceração, 

não houve formação de um pó homogêneo, fato que seria necessário aumentar 

a quantidade desse material adsorvente. No entanto, este comportamento não 

foi observado ao utilizar a sílica gel, o que pode estar relacionado a presença de 

área em torno de 229 m2 g-1 e tamanho de partícula entre 70-230 mesh [128].  

Considerando a avaliação do logkow, a maioria dos analitos em estudo 

apresentam de baixa a média polaridade. Logo, buscou-se avaliar misturas de 

solventes de modo a apresentar força eluotópica suficiente para romper a 
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interação dos analitos com a superfície do adsorvente e, dessa maneira, 

melhorar os percentuais de recuperação para os compostos.  

Estudos mostram que os solventes como acetonitrila e acetato de etila 

fornecem menores quantidades de coextrativos em detrimento a outros 

solventes, principalmente ao trabalhar com matrizes complexas como os 

alimentos para bebês que apresentam muitos ingredientes crus das frutas, 

verduras e legumes que são utilizados em sua composição [129]. 

Para constituir a mistura de solventes foram escolhidos o diclorometano 

(DCM) e acetato de etila (EtOAc), devido apresentarem uma polaridade 

intermediária, além do metanol (MeOH) e acetonitrila (ACN) por ser um solvente 

polar, permitindo assim os solventes avaliados apresentarem diferentes forças 

de eluição. Portanto, a força eluente intermediária através da mistura desses 

solventes poderia favorecer a eluição dos analitos [91]. 

Dessa forma, foram avaliados os solventes de forma individualizada e a 

mistura de MeOH/DCM, MeOH/ACN e MeOH/ EtOAc em diferentes proporções, 

cujos valores de força eluotrópica para cada condição estão apresentados na 

Tabela 10. 

Tabela 10: Força eluotrópica da mistura dos solventes em diferentes proporções 

[116]. 

SOLVENTE FORÇA ELUOTRÓPICA (ε°) 

Diclorometano 0,32 

MeOH: DCM (20:80, v/v) 0,40 

Acetato de etila 0,43 

MeOH: EtOAc (20:80, v/v) 0,49 

Acetonitrila 0,50 

MeOH: DCM (50:50, v/v) 0,52 
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MeOH: ACN (20:80, v/v) 0,54 

MeOH: EtOAc (50:50, v/v) 0,58 

MeOH: ACN (50:50, v/v) 0,61 

MeOH: DCM (80:20, v/v) 0,65 

MeOH: EtOAc (80:20, v/v) 0,67 

MeOH: ACN (80:20, v/v) 0,68 

Metanol 0,73 

 

Com base nesses parâmetros, a Figura 12 apresenta os percentuais de 

recuperação para cada condição avaliada: 

 Figura 12: Percentuais de recuperação para as condições de 40 mg de amostra, 

60 mg de sílica com nível de fortificação de 1 µg mL-1 e eluição com 1000 µL 

para cada mistura de solventes. Para as condições instrumentais de análise, 

utilizou-se gradiente exploratório 35 – 100 % B com tempo de análise em 52 

minutos. 

a) Eluição com diferentes proporções de MeOH:DCM 
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b) Eluição com diferentes proporções de MeOH:ACN 

 

c) Eluição com diferentes proporções de MeOH: EtOAc 
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Os resultados apresentados nas Figuras 12 (a, b e c) mostraram que dos 

testes avaliados, as melhores condições para os solventes de eluição foi ao 

utilizar MeOH: EtOAc (50:50, v/v), nos quais dos pesticidas em estudo, o metomil, 

tiametoxam, acetamiprido, tiacloprido, azoxistrobina, epoxiconazol, 

piraclostrobina, teflubenzuron, bifentrina e permetrina tiveram recuperações 

acima de 70%. Com exceção do tiofanato-metílico, os demais analitos 

recuperaram acima de 40%. 

Os valores de recuperação acima de 60% para boa parte dos analitos em 

presença da mistura de MeOH com acetato de etila (50:50, v/v) é justificado pelo 

fato desse solvente apresentar uma polaridade suficiente para extrair pesticidas 

mais polares [45], o que está de acordo com a maior parte dos analitos que 

apresentam de média a alta polaridade.  

A não recuperação para o dimetoato na condição da mistura de MeOH: 

EtOAc pode ser justificada com base na presença do grupo amino na sua 

estrutura (Figura 3) que, consequentemente, acaba dificultando a extração em 

acetato de etila que é um solvente relativamente apolar [130]. Em relação ao 

difenoconazol, estudos de Fulton et al, 2018 também não recuperaram 

satisfatoriamente esse analito em presença do acetato de etila como eluente. 

Essa baixa recuperação, possivelmente, está associada a interação do analito 

com a sílica na condição avaliada [131].  

A não recuperação da malationa pode estar relacionada a presença do 

grupo fosfato dissubstituído que pode ter ligado a superfície da sílica, além da 

polaridade do analito juntamente com a polaridade do adsorvente resultar em 

uma interação química forte com uma adsorção irreversível e a utilização dos 

solventes orgânicos MeOH:EtOAc como eluente não foi forte o suficiente para 

recuperar esse analito.  

Após avaliação das misturas para os diferentes solventes e aumento do 

volume de acetonitrila como eluente, verificou-se que a condição mais adequada 

para o método µ-MSPD foi ao utilizar a sílica como adsorvente e o MeOH:EtOAc 

(50:50, v/v) como solvente de eluição, nos quais proporcionaram maiores 

percentuais de recuperação para os analitos em estudo. Para verificar a 
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eficiência da técnica µ-MSPD, essa condição foi comparada com a MSPD 

convencional proposto por Barker et al. (2007) [132]. 

5.4. Comparação da µ-MSPD com o método convencional 

Foram feitos comparativos das condições mais adequadas da µ-MSPD 

com a condição da técnica convencional desenvolvida por Barker et al. (2007) 

[132], na qual foi realizada utilizando da proporção 1:4 (500 mg de amostra com 

200 mg de sílica como material adsorvente), seguindo a mesma relação de 

fortificação da amostra com 1 µg mL-1 da mistura das soluções padrão dos 

analitos em estudo com 8 mL de MeOH:EtOAc (50:50 v,v), além da mesma 

condição ao utilizar a acetonitrila para eluição. 

Como ao utilizar acetonitrila na etapa de eluição favoreceu bons 

percentuais de recuperação para os analitos, esse solvente também foi 

selecionado para avaliação no método convencional. Logo, a Figura 13 

representa o comparativo dos dados obtidos ao utilizar a condição da µ-MSPD 

que apresentaram resultados satisfatórios para acetonitrila (ACN) e MeOH: 

EtOAc (50:50, v/v) com o método convencional. 
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Figura 13: Comparação dos percentuais de recuperação da µ-MSPD com a 

MSPD convencional. Para as condições instrumentais de análise, utilizou-se 

gradiente exploratório 35 – 100 % B com tempo de análise em 52 minutos. 

 

Os resultados apresentados na Figura 13 mostram que com exceção de 

alguns analitos, a MSPD convencional nas duas condições avaliadas 

apresentam resultados de recuperação superior a proposta miniaturizada, 

indicando que o aumento de amostra/adsorvente assim como aumento do 

volume de eluente favoreceram o processo de adsorção/dessorção, com 

exceção do acefato que não foi detectado ao utilizar o método convencional, mas 

a proposta miniaturizada ainda é capaz de proporcionar resultados satisfatórios. 

Essa variação de recuperação dos analitos nas condições avaliadas pode 

ser justificada pelo fato que maior quantidade de amostra/adsorvente permite 

maior disponibilidade de sítios ativos para favorecer interações entre os analitos 

e materiais, de modo que acabe favorecendo as interações entre os grupos 

presentes nas estruturas e o material adsorvente. Da mesma forma que a 

redução da quantidade de amostra, adsorvente e solvente podem reduzir o 

favorecimento de diferentes interações existentes e necessitar de técnicas mais 

sensíveis para a detecção [69].  

Contudo, mesmo utilizando uma proposta miniaturizada com menor 

quantidade de adsorvente e solvente de eluição, foi possível otimizar uma 

condição adequada para os analitos em estudo. A Figura 14 apresenta um 
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fluxograma com as condições mais adequadas para otimização do método de 

extração µ-MSPD com ponteiras de micropipeta. 

Figura 14: Fluxograma com a condição mais adequada para o procedimento de 

extração dos analitos por µ-MSPD. 

 

Após otimização do método de extração utilizando a sílica como material 

adsorvente, biocarvões de diferentes biomassas foram avaliados para verificar a 

eficiência como promissor material adsorvente no método de extração. Nos 

parágrafos subsequentes é apresentado as características desses materiais, 

assim como os parâmetros de otimização do método que foram avaliadas. 

5.5. Avaliação da caracterização do biocarvão de diferentes biomassas 

O tipo de matéria prima utilizado na composição de diferentes materiais 

carbonáceos influencia na obtenção de um material que apresente diferentes 

estruturas físico-químicas, grupos funcionais e tamanhos de poros capazes de 

favorecer diferentes interações entre o adsorvente e o analito [133].  

Neste trabalho foram avaliados os biocarvões das biomassas de aguapé, 

sabugo de milho, semente de uva, mandioca e esterco bovino. O biocarvão (bc) 

do sabugo de milho é caracterizado por apresentar ânions em sua estrutura que 

são capazes de favorecer a adsorção de pesticidas catiônicos, além da presença 

de grupos ácidos como o ácido carboxílico e presença de carbonila e grupos 

alquilas em sua estrutura [134]. Esse biocarvão também foi caracterizado por 

apresentar área superficial de 99,59 m2 g-1 e volume poroso de 0,265 cm3 g-1 

favorecendo assim a adsorção de variados analitos. 

Sílica 60 mg
Metanol/EtOAc 

(50:50, v/v)
1000 µL

Adsorvente 
Quantidade 

de 

adsorvente 

Solvente de 

eluição 

Volume de 

solvente 
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O biocarvão da semente de uva é caracterizado por apresentar menor 

quantidade de grupos funcionais em relação ao anterior que pode ter sido 

resultante da degradação térmica das sementes durante o processo de pirólise. 

Fato esse que favoreceu na perca de hidrogênio, nitrogênio e oxigênio ligados a 

estrutura.  Além disso, ele apresentou área superficial e volume dos poros inferior 

em relação ao bc do sabugo de milho, ao considerar 81,1 m2 g-1 e volume dos 

poros de 0, 062 cm3 g-1, respectivamente [135].  

Em relação ao biocarvão de aguapé, ele foi caracterizado pela presença 

de variados grupos funcionais relacionados a compostos aromáticos, além de 

apresentar área superficial entre 8,1 e 116 m2 g-1 com porosidade em torno de 

0,0043 cm3 g-1 e diâmetro de poro de 5,65 nm, permitindo assim eficiência de 

adsorção para diferentes analitos [136,137,138]. 

Já o biocarvão de esterco bovino apresenta grupos funcionais alifáticos 

com maior predominância de heteroátomos como o oxigênio. Os resultados de 

caracterização deste material mostraram uma área superficial de 470 m2 g-1, 

volume de poros de 0,424 cm3 g-1, com diâmetro do poro de 18,12 nm que em 

conjunto favorecem maior capacidade de adsorção [139].  

Enquanto o biocarvão da mandioca apresenta elevada área superficial, 

volume e tamanho de poros, além de variados grupos funcionais capazes de 

favorecer diferentes interações eletrostáticas e ligações entre os analitos e a 

superfície do material adsorvente [140].  

A Tabela 11 apresenta o comparativo das propriedades físicas de cada 

um dos biocarvões avaliados. 

Tabela 11: Comparativo das propriedades físicas dos biocarvões avaliados 

Biocarvão Àrea superficial Volume de 

poros 

Aguapé 8,1 - 116 m2 g-1 0,0043 cm3 g-1 

Esterco bovino 470 m2 g-1 0,424 cm3 g-1 

Mandioca - - 

Sabugo de milho 99,59 m2 g-1 0,265 cm3 g-1 
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Semente de uva 81,1 m2 g-1 0, 062 cm3 g-1 

 

Os materiais carbonáceos em estudo apresentaram caracterizações 

favoráveis para utilização como promissor material adsorvente na miniaturização 

da MSPD. Por conseguinte, foi analisado o branco desses materiais, a fim de 

verificar possíveis interferentes que pudessem competir na recuperação dos 

analitos. Os cromatogramas dos brancos estão registrados na Figura 15. 

Figura 15: Cromatogramas dos brancos para os diferentes biocarvões. Para as 

condições instrumentais de análise, utilizou-se gradiente exploratório 35 – 100 

% B com tempo de análise em 52 minutos.

 

1-Biocarvão semente de uva, 2- Biocarvão de mandioca, 3- Biocarvão esterco bovino, 4-

Biocarvão sabugo de milho, 5- Biocarvão de Aguapé 

 

Ao avaliar os cromatogramas apresentados na Figura 15, mostram que 

os brancos dos materiais carbonáceos não apresentaram sinais significativos de 

interferentes em tempo de retenção próximos aos analitos.  

Na tentativa de avaliar os resultados obtidos com base na semelhança 

entre os percentuais de recuperação dos analitos para cada material carbonáceo 

foram realizadas uma análise exploratória de dados para verificar o perfil de 
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agrupamento e, assim, avaliar se os biocarvões de diferentes biomassas seriam 

promissores materiais adsorventes para os analitos em estudo. 

5.6. Análise exploratória de dados 

Durante o desenvolvimento de métodos analíticos, diferentes parâmetros 

precisam ser ajustados para obtenção das melhores condições de análise, o que 

resulta em elevado número de resultados e o grande desafio é o gerenciamento 

e a interpretação do conjunto de dados com grande dimensionalidade. A 

quimiometria vem sendo utilizada de forma alinhada a outros métodos analíticos 

e a análise de componentes principais (PCA) e de agrupamento hierárquico 

(HCA) é um tipo de análise estatística amplamente utilizado para agrupamento 

com base em semelhanças obtidas. 

A PCA desempenha um papel importante na redução da 

dimensionalidade dos dados complexos, tornando-os mais simples e fáceis de 

analisar de modo a minimizar a perda de informação. Tanto a PCA quanto a HCA 

vem sendo utilizada nas análises de componentes presentes na amostra, além 

de apresentar ampla utilização na avaliação do efeito matriz [141-143].  

Ao utilizar o biocarvão como material adsorvente da µ-MSPD, a análise 

exploratória de dados foi empregada para mensurar os dados obtidos para cada 

biocarvão de diferentes biomassas, de modo a verificar o agrupamento dos 

analitos em relação ao material carbonáceo. A PCA foi avaliada a partir dos 

percentuais de recuperação obtido para cada material carbonáceo e também ao 

utilizar a mistura do biorcarvão do sabugo de milho com esterco bovino que 

foram selecionados por apresentarem melhores percentuais de recuperação. O 

escores da PCA permitiu observar que tanto para o biocarvão do sabugo de 

milho, quanto semente de uva e aguapé apresentaram maior agrupamento dos 

analitos, fato esse que pode estar relacionado aos referidos materiais 

carbonáceos apresentarem mais grupos funcionais em detrimento aos demais 

materiais e, por conseguinte, favoreceu melhores percentuais de recuperação 

para os analitos. 

A PCA apresentada na Figura 16 permitiu constatar separação em dois 

grupos distintos PC1 (40,64%) e PC2 (25,15%), o que resulta em uma variância 
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acumulada de 65,79%, com PC1 (positivo) e PC2 (negativo) em que o melhor 

agrupamento ocorreu para os grupos químicos dos neonicotinóides, 

organofosfato, benzimidazol, piretróide e estrobilurina, como o imidacloprido, 

tiacloprido, tiofanato-metílico, azoxistrobina, malationa, piraclostrobina e 

bifentrina. Ressalta-se que os pesticidas pertencentes ao grupo dos triazóis não 

apresentaram correlação de semelhança que fosse capaz de permitir o 

agrupamento. 

Figura 16: Escores da PCA com o agrupamento dos analitos  

 

  

Ao analisar a Figura 16 é possível constatar maior agrupamento ao longo 

da PC1 que influenciou positivamente na discriminação dos analitos com os 

materiais carbonáceos. 

A Figura 17 apresenta a confirmação dos agrupamentos que foi realizada 

através da análise do dendograma obtido da HCA que mostra a similaridade dos 

analitos em relação ao material carbonáceo. 
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FIGURA 17: Dendograma da análise por agrupamento hierárquico  

  

1- imidacloprido, 2- tiacloprido, 3- tiofanato-metílico, 4- azoxistrobina, 5- malationa, 6- 

epoxiconazol, 7- piraclostrobina, 8-bifentrina. 

 

Observando a Figura 17 é possível constatar a prevalência de 

agrupamento por similaridade ao lado direito do dendograma que corresponde 

aos analitos pertencentes aos grupos químicos dos neonicotinóides, 

benzimidazol, estrobilurina, organofosfato e piretróides, o qual confirma a maior 

similaridade dos analitos com os materiais carbonáceos avaliados. 

Após avaliação da PCA e HCA e constatar o agrupamento por 

similaridade para o estudo dos analitos ao utilizar os materiais carbonáceos 

como adsorvente do método de extração e como forma de garantir a 

continuidade dos estudos, testes foram realizados com a proposta de otimização 

do método de extração para obtenção das condições capazes de proporcionar 

percentuais de recuperação entre 70 – 120%. 
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5.7.  Percentuais de recuperação do analitos em presença de diferentes 

materiais carbonáceos 

 

Para os diferentes materiais carbonáceos foram avaliados os percentuais 

de recuperação ao utilizar a condição de 40 mg de amostra, 60 mg de biocarvão 

e 1 mL de metanol para eluição. A Tabela 12 apresenta os resultados que foram 

obtidos nas condições avaliadas. 
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Analitos BC Sabugo 
de milho 

BC Aguapé BC 
Mandioca 

BC Esterco 
bovino 

BC 
Semente 
de uva 

BC Esterco bovino + Sabugo 
de milho 

Abamectina 120,3 ± 8 67,3 ± 3 69,4 ± 8 66,4 ± 8 52,3 ± 4 72,4 ± 3 
Acetamiprido 72,4 ± 5 50,4± 4 19,2 ± 6 40,5 ± 4 28,2 ± 8 82,2 ± 3 
Azoxistrobina 56,2 ± 3 73,2 ± 8 54,5 ± 2 59,3 ± 3 67,4 ± 1 56,3 ± 3 
Bifentrina 54,5 ± 9 57,4 ± 2 72,3 ± 2 82,4 ± 1 90,3 ± 2 56,2 ± 2 
Clotianidina 90,6 ± 4 40,5 ± 1 15,2 ± 7 121,2 ± 1 37,2 ± 5 104,1 ± 8 
Difenoconazol 50,3 ± 13 78,6 ± 3 18,7 ± 3 64,4 ± 5 99,1 ± 8 67,3 ± 2 
Dimetoato 0 0 0 0 0 0 
Epoxiconazol 116,2 ± 6 101,1 ± 2 63,4 ± 6 16,2 ± 5 59,3 ± 4 44,2 ± 1 
Imidacloprido 62,5 ± 9 36,4 ± 3 44,3 ± 9 98,4 ± 6 76,2 ± 6 31,2 ± 4 
Lufenuron 33,2 ± 6 69,3 ± 3 39,6 ± 2 64,3 ± 7 53,4 ± 8 0 
Malationa 88,4 ± 9 43,2 ± 6 71,3 ± 3 75,2 ± 2 93,2 ± 2 32,3 ± 4 
Piraclostrobina 70,5 ± 6 55,4 ± 3 58,2 ± 2 63,3 ± 5 86,4 ± 3 52,3 ± 4 
Teflubenzuron 39,1 ± 9 94,6 ± 1 55,8 ± 3 81,2 ± 8 69,3 ± 5 38,4 ± 4 
Tiacloprido 99,5 ± 3 66,2 ± 2 37,3 ± 9 55,3 ± 7 98,2 ± 1 21,2 ± 3 
Tiametoxam 112,1 ± 6 24,3 ± 7 102,3 ± 1 53,1 ± 3 65,5 ± 6 29,4 ± 4 
Tiofanato-metílico 120,1 ± 4 48,5 ± 6 38,2 ± 5 60,2 ± 2 30,2 ± 2 28,4 ± 2 

Tabela 12: Percentuais de recuperação para os diferentes materiais carbonáceos 
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Os resultados apresentados na Tabela 12 mostram os percentuais de 

recuperação para os analitos em presença dos biocarvões de diferentes 

biomassas. É possível observar maior quantidade de analitos com percentuais 

entre 70 – 120 % para o biocarvão do sabugo de milho, o que pode estar 

relacionado a elevada área superficial e presença de grupos funcionais em sua 

estrutura que favoreceram diferentes interações entre os analitos e o material 

adsorvente.  

O biocarvão da semente de uva também apresentou percentuais de 

recuperação satisfatórios para a maioria dos analitos. Porém, a utilização deste 

material adsorvente liberava bio-óleo durante a etapa de eluição do método. Fato 

esse que aumenta a pigmentação do extrato e, consequentemente, poderia 

danificar a coluna cromatográfica. Necessitando adicionar uma etapa de limpeza 

ao método com o propósito de eliminar possíveis interferentes que 

comprometeria no efeito matriz. 

Com o objetivo de ampliar a capacidade de adsorção foram avaliadas 

misturas do biocarvão do sabugo de milho e esterco bovino (50:50) por terem 

apresentado maior capacidade de agrupamento dos analitos tanto na PCA 

quanto HCA e por apresentarem melhores percentuais de recuperação em 

detrimento aos demais adsorventes. Eles foram escolhidos por apresentarem 

dentre os materiais selecionados elevada área superficial e volume dos poros. 

Mas os resultados obtidos na Tabela 12 indicam que a escolha não foi 

condizente para favorecer elevação nos percentuais de recuperação. 

Por conseguinte, foram avaliados outros solventes para eluição dos 

analitos. Considerando que este parâmetro também é essencial no 

desenvolvimento de método analítico, variações na força eluotrópica foram 

estabelecidas a fim de buscar condições mais favoráveis de extração. 

5.8. Avaliação do solvente de eluição  

Foram avaliados os solventes orgânicos metanol, acetonitrila e 

metanol/acetato de etila (50:50, v/v) na etapa de eluição para cada material 

carbonáceo. Os gráficos apresentados nas Figuras 18(a), 18(b) e 18(c) mostram 

os percentuais obtidos em cada condição avaliada. 

TABELA XYZ: Percentuais de Recuperação (%) e Desvio Padrão Relativo para os diferentes materiais carbonáceos 
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Figura 18(a): Percentuais de recuperação ao utilizar acetonitrila como solvente 

de eluição. Para as condições instrumentais de análise, utilizou-se gradiente 

exploratório 35 – 100 % B com tempo de análise em 52 minutos. 

 

 

Figura 18(b): Percentuais de recuperação ao utilizar metanol como solvente de 

eluição. Para as condições instrumentais de análise, utilizou-se gradiente 

exploratório 35 – 100 % B com tempo de análise em 52 minutos. 
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Figura 18(c): Percentuais de recuperação ao utilizar metanol/acetato de etila 

(50:50, v/v) como solvente de eluição. Para as condições instrumentais de 

análise, utilizou-se gradiente exploratório 35 – 100 % B com tempo de análise 

em 52 minutos. 

 

 

Ao comparar os percentuais de recuperação dos solventes avaliados para 

cada material carbonáceo foi possível observar que ao utilizar a acetonitrila 

(Figura 18a) ocorreu maior favorecimento dos percentuais de recuperação para 

os analitos pertencentes ao grupo químico da benzoilureia. Enquanto que ao 

utilizar o metanol (Figura 18b) na etapa de eluição favoreceu os analitos do grupo 

químico dos triazóis e, em presença da mistura do MeOH/EtOAc (Figura 18c), 

os percentuais de recuperação foram mais elevados para a bifentrina e 

difeconazol que pertencem aos grupos dos piretróides e triazóis, 

respectivamente. 

Considerando as condições avaliadas para os diferentes materiais 

carbonáceos, foi possível observar que tanto o biocarvão do sabugo de milho 

quanto o biocarvão de esterco bovino e semente de uva apresentaram 

percentuais acima de 70 % para a maioria dos analitos. 

O dimetoato não foi extraído ao avaliar o metanol/ EtOAc na etapa de 

eluição e isso pode estar relacionado ao fato do analito ser polar e a mistura de 
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solventes não apresentaram força eluente suficiente (Figura 18 c) para romper 

as interações do analito com os materiais carbonáceos, resultando em baixos 

percentuais de recuperação.  

No entanto, ao utilizar o biocarvão da semente de uva foi possível 

observar coloração intensa no extrato que pode ser oriunda de resíduos de bio-

óleo do material carbonáceo que não foi eliminado durante o processo de 

obtenção do material e acabou sendo extraído ao ser eluído com os solventes 

avaliados. Consequentemente, seguir com esse material necessitaria de uma 

etapa adicional de limpeza ao método de extração para evitar que pigmentos do 

extrato viesse a danificar a coluna cromatográfica.  

A Figura 19 mostra a diferença de coloração dos extratos para o biocarvão 

da semente de uva, sabugo de milho e esterco bovino. 
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Figura 19: Materiais carbonáceos que apresentaram pigmentações intensas 

 

Biocarvão da semente de uva 

 

Biocarvão de esterco bovino 

   

 

Biocarvão do sabugo de milho 

 

Fonte: Autoria própria 

Como o biocarvão do sabugo de milho e esterco bovino também 

apresentaram condições favoráveis de recuperação dos analitos, buscou-se 

avaliar a capacidade de adsorção ao utilizar a mistura desses materiais, 

verificando se seriam capazes de fornecer melhorias na extração dos analitos, 

aumentando assim os percentuais de recuperação para os diferentes solventes 

orgânicos.  

A Figura 20 apresenta o comparativo dos percentuais de recuperação ao 

utilizar a condição dos materiais carbonáceos em conjunto e individuais para os 

diferentes solventes. 
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Figura 20: Avaliação da mistura do biocarvão do sabugo de milho com esterco 

bovino (50:50, m/m) (a), biocarvão do sabugo de milho (b) e biocarvão de esterco 

bovino (c) com diferentes solventes de eluição. Para as condições instrumentais 

de análise, utilizou-se gradiente exploratório 35 – 100 % B com tempo de análise 

em 52 minutos. 
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(c) 

Ao analisar a Figura 20 (a) é possível observar que ao utilizar a mistura 

do biocarvão do sabugo de milho com esterco bovino na proporção 50:50 não 

indicou melhorias nos resultados obtidos. Assim a etapa de otimização do 

método de extração seguiu utilizando somente o biocarvão do sabugo de milho 

como material adsorvente e buscou-se avaliar qual solvente de eluição melhor 

favoreceria os percentuais de recuperação dos analitos ao utilizar o material 

carbonáceo acima supracitado. 

A Tabela 13 apresenta os percentuais de recuperação obtidos ao utilizar 

o biocarvão do sabugo de milho com os diferentes solventes utilizados 

individualmente ou através de misturas durante a etapa de eluição dos analitos. 

Tabela 13: Percentuais de recuperação (%) dos analitos ao utilizar o biocarvão 

do sabugo de milho e diferentes solventes orgânicos 

Analitos MeOH ACN MeOH/ACN MeOH/EtOAc MeOH/DCM 

Abamectina 120,3±8 105,2±6 50,2±5 0 46,4±9 

Acetamiprido 72,4±5 83,3±3 71,3±3 27,2±11 44,3±9 

Azoxistrobina 56,2±3 95,4±2 79,2±3 59,3±9 56,2±6 

Bifentrina 54,5±9 95,6±2 92,4±2 67,5±5 71,2±3 

Clotianidina 90,6±4 94,3±4 28,1±10 92,2±3 36,5±11 

Difenoconazol 50,3±13 7,2±16 102,1±2 58,2±7 65,3±9 

Dimetoato 0 42,3±6 20,3±12 0 7,2±12 
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Epoxiconazol 116,2±6 47,3±8 68,2±4 59,4±6 32,4±6 

Lufenurom 33,5±6 81,2±3 0 74,3±3 0 

Piraclostrobina 70,2±6 93,4±4 77,4±2 74,4±3 41,5±5 

Malationa 88,4±9 115,2±3 85,2±3 62,8±6 59,3±3 

Teflubenzurom 39,5±9 48,4±8 113,5±2 103,2±2 36,6±2 

Tiametoxam 112,1±6 69,3±3 96,2±3 0 82,1±2 

Tiacloprido 99,1±3 68,2±2 62,4±4 79,1±2 31,6±5 

Tiofanato-

metílico 

120,2±4 35,4±8 37,4±9 43,2±9 26,2±7 

 

Ao utilizar o metanol, 9 dos 15 analitos avaliados recuperaram acima de 

70%, enquanto que ao utilizar acetonitrila ou mistura do metanol/acetonitrila 

favoreceu apenas a recuperação de 8 analitos entre 70 – 120%. O 

metanol/acetato de etila e metanol/diclorometano também foram avaliados, mas 

os resultados não foram condizentes de melhorias no método, pois a maioria dos 

analitos não recuperaram acima de 70%. 

Os melhores percentuais de recuperação em presença do metanol na 

etapa de eluição está relacionado ao grupo hidroxila presente no respectivo 

solvente que é capaz de interagir com os grupos funcionais dos analitos como 

doadores das ligações de hidrogênio, enquanto que estes atuaram como 

aceptores dessas ligações [144].  

Assim, a miniaturização da dispersão da matriz em fase sólida foi 

estabelecida ao utilizar a condição de 60 mg do biocarvão do sabugo de milho 

com 1 mL de metanol para eluição dos analitos, conforme é apresentado na 

Figura 21.  

 

 

 

 

Tabela 13: Continuação 
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Figura 21: Fluxograma com a condição mais adequada para o procedimento de 

extração dos analitos por µ-MSPD utilizando o biocarvão do sabugo de milho. 

 

Após conclusão desta etapa, os métodos analíticos foram validados com 

base nos parâmetros estabelecidos pela ANVISA [119] tanto para o 

procedimento de extração ao utilizar a sílica quanto utilizando o biocarvão do 

sabugo de milho como material adsorvente da µ-MSPD. Os tópicos 

subsequentes apresentam os resultados que foram obtidos para os parâmetros 

avaliados. 

5.9. Validação do Método Analítico  

Após otimização com a condição mais adequada do método analítico, ele 

precisa ser validado com base em normativas que estabelecem parâmetros que 

devem ser validados durante esta etapa para que eles sejam confiáveis e aptos 

para posterior aplicação em amostras reais.  

Neste trabalho os parâmetros como a linearidade, sensibilidade, precisão, 

exatidão, efeito matriz, limite de detecção e limite de quantificação foram 

validados para garantir que o método desenvolvido está de acordo com as 

normativas estabelecidas pelo INMETRO e ANVISA [119,145].  

60 mg do 
Biocarvão do 
Sabugo de 

milho

40 mg de 
amostra

1 mL de 
metanol
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5.10. Linearidade e sensibilidade  

A linearidade é definida como a capacidade do método em obter 

resultados diretamente proporcionais à concentração do analito na amostra, 

dentro de um determinado intervalo da curva analítica. 

Este parâmetro foi avaliado após aferição da massa dos padrões e 

preparo de uma solução estoque de 1000 µg mL-1 em metanol. Em seguida, foi 

preparada uma solução intermediária contendo a mistura dos analitos de 

interesse na concentração de 10 µg mL-1 e, posteriormente, diluída para 2,5 µg 

mL-1 em 5 mL com posteriores diluições sucessivas para o preparo das 

concentrações da curva analítica. 

Para a construção e avaliação da curva analítica no solvente foram 

definidas e preparadas as soluções nas seguintes concentrações: 0,01; 0,025; 

0,05; 0,1; 0,25; 0,5; 0,75; 1,0; 1,5; 2,0 e 2,5 µg L-1. Essas concentrações foram 

preparadas a partir de diluições da concentração de 2,5 µg L-1 e para as 

concentrações mais baixas foram diluídas a partir da solução de 1,0 µg L-1. Foi 

avaliada a linearidade através da construção da curva analítica, utilizando 11 

pontos, a qual foi injetada em triplicata.  

Com base em algumas normativas como a ANVISA (2003), é aceitável 

que o coeficiente de determinação da reta (r2) seja superior a 0,99. O INMETRO 

(2010) considera satisfatório r2 maior que 0,9 [119,145].  

A Tabela 14 apresenta os resultados relacionados a equação da reta, o 

coeficiente de determinação e o intervalo de concentração para cada analito na 

curva no solvente.  
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Tabela 14- Equação da reta, coeficiente de determinação (r2) e intervalo de 
concentração dos pesticidas estudados ao utilizar a sílica como material 
adsorvente da µ-MSPD. 

Pesticida Equação de regressão 
Coeficiente de 

determinação (r2) 

Intervalo de 
concentração 

(µg L-1) 

Abamectina y = 301471x - 1220,2   0,9988 0,1 - 2,5 

Acefato y = 28476x - 10640 0,9753 
 

0,5 – 2,5 

Acetamiprido y = 2E+06x + 80089 0,9996 
 

0,05 - 2,5  

Azoxistrobina y = 1E+06x - 16722 0,9986 
 

0,05 – 2,5 

Bifentrina        y = 1E+06x - 1551,7 0,9996 
 

0,05 – 2,5 

Clotianidina        y = 2E+06x + 65675 0,9996 
 

0,05 – 2,5 

Difenoconazol        y = 892514x - 41756 0,9980 
 

0,05 – 2,5 

Dimetoato y = 2E+06x + 1E+06 0,9939 
 

0,1 – 2,5 

Epoxiconazol  y = 631998x - 13512 0,9988 
 

0,05 – 2,5 

Flutriafol  y = 56859x - 7140,7 0,9960 
 

0,25 – 2,5 

Imidacloprido  y = 1E+06x + 5040,9 0,9996 
 

0,05 – 2,5 

Lufenuron   y = 838692x - 6627,2  0,9993 
 

0,05 – 2,5 

Metomil y = 2E+06x + 265189 0,9994 
 

0,05 – 2,5 

Permetrina  y = 659260x - 5113,6 0,9997 
 

0,05 – 2,5 

Piraclostrobina  y = 863798x - 4471,4 0,9996 0,05 – 2,5 

Teflubenzurom  y = 2E+06x + 542176 0,9982 
 

0,05 - 2,5 

Tiacloprido  y = 2E+06x + 111480 0,9995 
 

0,05 – 2,5 

Tiametoxam    y = 784526x + 369,25 0,9995 
 

0,05 – 2,5 

Tiofanato - metílico y = 814722x - 8672,2 0,9996 
 

0,05  - 2,5 

 

Através da equação da reta é possível avaliar a sensibilidade da técnica 

instrumental ao verificar o coeficiente angular. Quanto mais elevado for esse 

valor de coeficiente, maior é o indicativo de que o método é sensível para avaliar 

o analito. Através do coeficiente angular de cada equação é possível observar 

esse parâmetro satisfatório para a maioria dos analitos, apresentando menor 

sensibilidade para o acefato. 
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Com base nos resultados e nas curvas analíticas apresentadas na Figura 

22 verifica-se que o método LC – DAD/UV-Vis permitiu o estudo dos pesticidas 

no intervalo de concentração que foi avaliado.  

Figura 22: Curvas analíticas dos pesticidas em estudo para validação da sílica. 

Para as condições instrumentais de análise, utilizou-se gradiente exploratório 35 

– 100 % B com tempo de análise em 52 minutos. 
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Os gráficos apresentados na Figura 22 através da correlação entre a 

concentração do analito e área do sinal obtido mostram que foi possível avaliar 

a linearidade do método desenvolvido para cada analito. Logo, pode-se 

considerar a obtenção de um método linear no intervalo de concentração.  

Enquanto, a Figura 23 apresenta a segunda curva analítica avaliada e os 

dados obtidos para os experimentos de validação do método ao utilizar o 

biocarvão.  
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Figura 23: Curva analítica para os analitos em estudo para validação com o 

biocarvão do sabugo de milho. Para as condições instrumentais de análise, 

utilizou-se gradiente exploratório 35 – 100 % B com tempo de análise em 52 

minutos. 
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Através da equação da reta foi avaliado a sensibilidade da técnica 

instrumental, verificando o coeficiente angular. Ao avaliar essa curva analítica, o 

método apresentou maior sensibilidade de resposta para detecção do 

imidacloprido, dentro do intervalo de concentração de 0,01 a 2,5 µg L-1. 

Por problemas relacionados a coeluição dos analitos e alterações nas 

condições instrumentais de análise, conforme apresentado no tópico 4.10, nem 

todos os analitos avaliados nos ensaios de recuperação seguiram para a 

validação do método, tanto para a sílica quanto para o biocarvão. Pois a 

utilização da coluna com menores dimensões não permitiu a separação de todos 

os analitos em estudo e ao tentar ajustar o gradiente não favoreceu a separação, 

mas resultou em coeluição dos analitos. Logo, a condição mais adequada foi 

seguir com o gradiente de 5 – 100% de solvente orgânico e a Figura 24 apresenta 

o perfil de separação obtido para os analitos que seguiram nos demais 

experimentos de validação do método. 

Figura 24: Cromatogramas com o perfil de separação dos analitos. Para as 

condições instrumentais de análise, utilizou-se gradiente exploratório 35 – 100 

% B com tempo de análise em 52 minutos. 
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5.11. Seletividade (Efeito Matriz) 

A seletividade é a capacidade que o método possui para quantificar a 

presença do analito em detrimento de outros analitos e interferentes da matriz 

ou reagentes utilizados no método. Ou seja, o método é considerado seletivo 

quando consegue distinguir o analito de interesse em presença de outros 

[119,145]. Este parâmetro é avaliado através do efeito matriz que avalia 

possíveis interferentes que podem aumentar ou suprimir o sinal do analito 

[119,145,146].  

O efeito matriz é avaliado através da razão dos coeficientes angulares das 

curvas no extrato e solvente [119]. Foram realizadas extrações do branco da 

amostra e as curvas no extrato foram elaboradas através de 50 µL do padrão de 

pesticidas em 450 µL do branco da amostra nas mesmas concentrações que 

foram utilizadas para os testes de linearidade. Se a seletividade não for 

assegurada, tanto a linearidade quanto a precisão serão afetadas [145].  

O efeito matriz é avaliado através do RCA que é a razão dos coeficientes 

angulares (RCA) em que o valor igual a 1 é um indicativo que não ocorre uma 

influência da matriz e, assim, o método é seletivo. Quando o RCA é menor que 

1, indica supressão de sinal do analito por interferentes, enquanto o RCA 

superior a 1 é um indicativo de aprimoramento de sinal do analito, mas que 

mesmo assim não comprometeu na determinação do analito em interesse 

[147,148]. A Tabela 15 apresenta os resultados obtidos para o efeito matriz. 
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Tabela 15: Analitos, intervalo de concentrações, equação da reta para o extrato da matriz e solvente, coeficientes de determinação 

e razões entre coeficientes angulares para os pesticidas com a sílica. 

Curva no Extrato da Matriz Curva no Solvente 

Analitos              Intervalo de       Equação da Reta                        r2 
                           Concentração 
                               µg L-1 

Analitos                Intervalo de       Equação da Reta          r2                              RCA 
                             Concentração 
                                µg L-1 

Abamectina       0,05 – 2,5           y = 5.105 - 9527,2                       0,997 Abamectina              0,05 – 2,5         y = 6.105 + 11471        0,983                0,89 

Acetamiprido   0,05 – 2,5        y = 1.105 + 20087                       0,988 Acetamiprido            0,05 – 2,5 y = 6.105 - 45,345        0,995                0,64  

Azoxistrobina  0,01 – 2,5            y = 4.106 + 2E+06                       0,977 Azoxistrobina           0,01 – 2,5         y = 4.104 + 59977        0,912                1,00 

Bifentrina         0,025 – 2,5          y = 2.106 + 1E+06                        0,968 Bifentrina                 0,025 – 2,5        y = 4.106 – 309957     0,988                 0,50 

Clotianidina    0,05 – 2,5           y = 7.104 + 18279 0.945 Clotianidina              0,05 – 2,5         y = 3.105 + 25076        0,990                0,72 

Difenoconazol 0,05 – 2,5           y = 1.105 + 325848 0.957 Difenoconazol          0,05 – 2,5         y = 6.105 + 785873      0,968                0,84 

Epoxiconazol 0,01 – 2,5            y = 1.107 + 2E+06                        0,990 Epoxiconazol           0,01 – 2,5         y = 9.106 + 8.106          0,978                1,11 

Imidacloprido 0,025 – 2,5          y = 4.106 – 50580                       0,980 Imidacloprido          0,025 – 2,5        y = 3.106 + 158650      0,984                0,75 

Lufenurom      0,025 – 2,5           y = 6.105 – 60824                        0,990 Lufenurom              0,025 – 2,5        y = 6.105 - 31333         0,984                1,01 

Malationa          0,05 – 2,5             y = 5.105 + 12622                       0,983 Malationa                0,05 – 2,5         y = 1.106 - 85810         0,994                 0,59 

Piraclostrobina0,01 – 2,5          y = 4.106 – 26449                         0,990 Piraclostrobina       0,01 – 2,5          y = 3.106 - 32637         0,983                1,33 

Teflubenzuron   0,05 – 2,5       y = 1.106 – 283648                       0,946 Teflubenzuron        0,05 – 2,5          y = 2.106 - 68442         0,978                0,50 

Tiofanato-metílico 0,05 – 2,5  y = 3.106 – 482078                     0,994 Tiofanato-metílico   0,05 – 2,5         y = 3.106 - 562293       0,976                1,00 
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Os resultados de efeito matriz apresentados na Tabela 15 indicam que 

ocorreu supressão de sinal do analito em até 41 % para a malationa e 

aprimoramento do sinal em 33 % para a piraclostrobina que podem ser oriundos 

de compostos da própria matriz. Além disso, a absorção dos analitos pode ser 

afetada pelos solventes da fase móvel, levando a aumentos ou diminuições na 

absorção de luz UV-Vis para cada analito [149]. Enquanto a Tabela 16 apresenta 

os resultados obtidos que permitiram a avaliação do efeito matriz para cada 

analito para a seletividade do método ao utilizar o biocarvão. 
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Tabela 16: Analitos, intervalo de concentrações, equação da reta para o extrato da matriz e solvente, coeficientes de determinação 

e razões entre coeficientes angulares para os pesticidas com o biocarvão. 

Curva no extrato da matriz Curva no solvente 

Analitos                  Intervalo de         Equação da Reta                     
r2

 

                            concentração 

                                 µg L-1 

Analitos                  Intervalo de         Equação da Reta       
r2                     RCA 

                            concentração 

                                 µg L-1 

Azoxistrobina        0,1 – 2,5               y = 5.105x + 1.105                                 0.99 Azoxistrobina           0,1 – 2,5          y=5.105x – 40539       0.99               0.99 

Bifentrina              0,25 – 2,5             y = 2.105x – 2160                       0.95 Bifentrina                 0,25 – 2,5         y=2.105x – 33244       0.98                1.08 

Difenoconazol       0,25 – 2,5            y = 3.105x + 531673                   0.93 Difenoconazol          0,25 – 2,5        y=5.105x + 65296       0.99                1.46 

Epoxiconazol        0,25 – 2,5            y = 2.105x - 7913,6                     0.95 Epoxiconazol            0,25 –  2,5         y=2.105x – 15770        0.97                 0.88 

Imidacloprido        0,1 – 2,5              y = 2.105x + 250585                   0.91 Imidacloprido           0,1 – 2,5           y=5.105x – 22697       0.99                0.51 

Malationa              0,01 – 2,5            y = 3.105x + 82542                     0.96 Malationa                 0,01 – 2,5         y=4.105x – 32564       0.99                0.77 

Piraclostrobina      0,01 – 2,5            y = 3.105x + 48687                     0.96 Piraclostrobina         0,01 – 2,5         y=3.105x – 10002        0.98                 0.84 

Tiacloprido            0,01 – 2,5            y = 3.105x + 60668                      0.93 Tiacloprido               0,01 – 2,5        y=4.105x – 33537        0.99                0.78 

Tiofanato- 

metílico                  0,01 – 2,5          y = 2.105x + 78844                      0.93 

Tiofanato- 

metílico                    0,01 – 2,5       y=3.105x – 37762        0.99                0.74 
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Avaliando a seletividade do método para o biocarvão, pode-se constatar 

que os resultados apresentados na Tabela 16 mostram que a maior supressão 

de sinal ocorreu para o imidacloprido com um efeito matriz de 49 %, indicando 

que interferentes da amostra podem ter atuado reduzindo o sinal do analito, 

enquanto o difenoconazol apresentou um aprimoramento de sinal do analito em 

46 %. Os resultados mostram que mesmo com um efeito matriz para maioria dos 

analitos ainda foi possível identificar a presença deles em detrimento aos 

interferentes. 

 

5.12. Exatidão e Precisão 

Tanto a exatidão quanto a precisão são parâmetros que estão 

relacionados à concordância entre os resultados de medições replicadas com 

valores tidos como verdadeiros. A não obtenção de resultados aceitáveis pode 

estar relacionado a erros durante a análise que são oriundos de preparo 

inadequado da amostra, instabilidade do analito, supressão de sinal e outros 

fatores que podem interferir nos resultados [150].  

A exatidão de um método analítico é medida através do grau de 

concordância entre os resultados individuais do método em estudo e o valor 

aceito como verdadeiro. Este parâmetro deve contemplar três níveis de 

concentração dentro do intervalo da curva analítica, abrangendo os níveis baixo, 

médio e alto. Além de expressar o grau de concordância dos resultados obtidos 

levando em consideração o mesmo analista, mesmo equipamento e mesmas 

condições de trabalho [119].  

A precisão está relacionada ao erro aleatório de um sistema de medição 

e é um componente da incerteza da medição. A precisão é medida através da 

repetibilidade que é avaliada com a precisão intradia, ou seja, ao longo de um 

dia de trabalho e a precisão intermediária que é avaliada em diferentes dias de 

ensaios não necessariamente consecutivos [119, 145].  

Ao contrário da exatidão, a precisão não se relaciona a um valor de 

referência e sim, ao desvio padrão relativo (RSD), variância (s2) ou coeficiente 
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de variação que precisa ser menor que 20 %. O método de extração foi otimizado 

utilizando o nível de fortificação de 1 µg L-1. Assim, os testes de exatidão e 

precisão foram avaliados dentro das concentrações estabelecidas na curva 

analítica, nos níveis de concentração de 0,25; 0,50 e 0,75 µg L-1, resultantes da 

resposta do analito, de modo a abranger níveis mais baixos em relação ao 

utilizado durante a otimização do método, mas sem comprometer a eficiência do 

mesmo ao utilizar a sílica como material adsorvente. Enquanto para o biocarvão 

foram utilizados os níveis de concentração de 0,05; 0,25 e 0,75 µg L-1. 

A Tabela 17 apresenta os percentuais de recuperação obtidos e desvio 

padrão relativos para os três níveis de fortificação que foram avaliados para cada 

analito em relação ao adsorvente comercial e alternativo que foi avaliado. 
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Tabela 17: Valores de Recuperação média (%) e desvio padrão relativo (RSD %) avaliados em diferentes níveis de concentração 

para os ensaios de exatidão e precisão ao utilizar a sílica e o biocarvão do sabugo de milho. 

Sílica     Biocarvão 
Sabugo de 

Milho 

      

Pesticida Nível de 

fortificação  

(µg L-1) 

Recuperação  

(%) 

RSD 

(%) 

Pesticida   Nível de 
fortificação 
 (µg L-1) 

Recuperação       
+ RSD (%) 
       (%) 

     

Abamectina 0,25 
0,50 
0,75 

54 
47 
54 

6 
5 
4 

Azoxistrobina 0,75 

0,25 

0,05 

66 

83 

108 

±4 

±2 

±5 

Acetamiprido 0,25 
0,50 
0,75 

86 
112 
98 

4 
3 
5 

Bifentrina 0,75 

0,25 

0,05 

45 

69 

40 

±7 

±4 

±4 

Azoxistrobina 0,25 
0,50 
0,75 

70 
112 
74 

6 
3 
3 

Difenoconazol 0,75 

0,25 

0,05 

36 

30 

35 

±4 

±6 

±6 

Bifentrina 0,25 
0,50 
0,75 

56 
68 
61 

8 
4 
3 

Epoxiconazol 0,75 

0,25 

0,05 

17 

100 

109 

±5 

±4 

±4 
Clotianidina 0,25 

0,50 
0,75 

67 
65 
94 

3 
2 
2 

Malationa 0,75 

0,25 

0,05 

59 

64 

50 

±6 

±4 

±5 
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Difenoconazol 0,25 
0,50 
0,75 

66 
70 
74 

3 
4 
5 

Piraclostrobina 0,75 

0,25 

0,05 

77 

70 

65 

±6 

±2 

±4 
Epoxiconazol 0,25 

0,50 
0,75 

97 
62 
66 

4 
6 
4 

Teflubenzurom 0,75 

0,25 

0,05 

103 

99 

77 

±3 

±4 

±4 

Imidacloprido 0,25 
0,50 
0,75 

111 
83 
77 

5 
2 
7 

Tiacloprido 0,75 

0,25 

0,05 

45 

98 

40 

±5 

±4 

±4 
Lufenurom 0,25 

0,50 
0,75 

77 
77 
60 

5 
2 
7 

Tiofanato-
metílico 

0,75 

0,25 

0,05 

82 

70 

74 

±6 

±3 

±3 

Malationa 0,25 
0,50 
0,75 

35 
46 
54 

4 
7 
9 

    

Piraclostrobina 0,25 
0,50 
0,75 

74 
72 
77 

8 
6 
2 

    

Teflubenzurom 0,25 
0,50 
0,75 

106 
69 
82 

8 
6 
2 

    

Tiametoxam 0,25 
0,50 
0,75 

70 
73 
72 

8 
6 
2 

    

Tiofanato-

metílico 

0,25 
0,50 
0,75 

74 
76 
83 

2 
8 
4 

    

Tabela 17: Continuação 
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Os resultados mostraram exatos para os três níveis de fortificação 

avaliados com percentuais de recuperação acima de 70 %, com exceção da 

abamectina e malationa, que tiveram resultados abaixo, mas que ainda 

apresentarm RSD de até 20 %.  

A precisão está relacionada à concordância entre os valores medidos das 

replicadas através de condições específicas e a proximidade com os erros de 

medição, de modo a obter resultados abaixo de 20 %. Pode ser avaliada através 

da precisão intermediária e intradia, em que a primeira se relaciona ao grau de 

concordância dos resultados através de diferentes condições operacionais 

(analista, laboratório, equipamentos ou dias diferentes) e a segunda está 

relacionada a repetibilidade do método ao avaliar a dispersão dos resultados ao 

longo de um dia de trabalho [119,145].  

A precisão intermediária foi avaliada através do nível médio (Nível 2) de 

concentração 0,5 µg L-1 e 0,25 µg L-1 para o biocarvão, mas com ensaios em 

quintuplicata nas condições de mesmo analista, equipamento, laboratório, mas 

em dias distintos de execução. Enquanto a precisão intradia (repetibilidade) foi 

avaliada nas mesmas condições, mas com avaliação da execução dos testes ao 

longo de um dia de trabalho. 

A Tabela 18 apresenta os resultados obtidos para os testes de precisão 

nas condições que foram avaliadas tanto para a sílica quanto para o biocarvão. 
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Tabela 18: Percentuais de Recuperação média (%) e Desvio Padrão Relativo (DPR %) avaliados para a precisão intermediária e 

repetibilidade (intradia) 

 Sílica   Biocarvão do Sabugo de     

Milho 

 

Pesticidas Precisão Intradia (%) 

(n = 5) 

Precisão interdia (%) 

(n = 15) 

Pesticidas        Precisão Intradia (%) 

               (n = 5) 

Precisão interdia (%) 

      (n = 15) 

Abamectina 47 ± 5 59 ± 3 Azoxistrobina 113 ± 7 104 ± 2 

Acetamiprido 112 ± 3 102 ± 3 Bifentrina 69 ± 5 73 ± 6 

Azoxistrobina 73 ± 3 70 ± 4 Difenoconazol 70 ± 5 69 ± 5 

Bifentrina 68 ± 4 69 ± 3 Epoxiconazol 71 ± 9 66 ± 4 

Clotianidina 65 ± 2 67 ± 3 Malationa 64 ± 8 66 ± 6 

Difenoconazol 70 ± 4 71 ± 5 Piraclostrobina 70 ± 5 68 ± 5 

Epoxiconazol 92 ± 6 96 ± 6 Teflubenzurom 99 ± 4 93 ± 3 

Imidacloprido 83 ± 2 93 ± 5 Tiacloprido 98 ± 5 102 ± 5 

Lufenurom 77 ± 2 83 ± 3 Tiofanato-metílico 70 ± 3 72 ± 3 

Malationa 46 ± 7 48 ± 4 

Piraclostrobina 77 ± 2 81 ± 4 

Teflubenzurom 69 ± 6 70 ± 3 

Tiametoxam 73 ± 6 72 ± 3 

Tiofanato-

metílico 

55 ± 8 53 ± 6   
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Analisando os resultados da Tabela 18 é possível confirmar que o método 

foi preciso para as condições avaliadas ao longo de um dia de trabalho ou 

através de ensaios realizados em dias distintos, pois apresentaram RSD abaixo 

de 20 % e não apresentaram alterações significativas nos resultados. 

 

5.13. Limite de Detecção (LD) e Limite de Quantificação (LQ) 

O Limite de Detecção (LD) é a menor quantidade ou concentração de 

analito presente na amostra que pode ser detectada, mas não necessariamente 

quantificada. Este parâmetro pode ser avaliado através da relação sinal/ruído, 

percepção visual, estimativa a partir da curva analítica e estimativa a partir do 

desvio padrão do branco [119,145,146].  

Enquanto o Limite de Quantificação (LQ) está relacionado a menor 

quantidade do analito presente na amostra que pode ser quantitativamente 

determinada com precisão e exatidão aceitáveis. Este parâmetro também pode 

ser avaliado com base nas estimativas apresentadas do parâmetro anterior. 

Neste trabalho foi adotado a avaliação do LD e LQ através da estimativa 

a partir da curva analítica, em que o LD foi avaliado através da seguinte relação:  

LD = 3,3 s/b 

Em que, s = desvio padrão da resposta do branco e b = Coeficiente angular da 

curva analítica 

Já o LQ foi estimado através da seguinte equação: 

LQ = 10 s/b 

Para estimativa do desvio padrão (s) em ambos os parâmetros foram 

calculadas a partir das respostas obtidas através das menores concentrações 

dos testes de exatidão e os coeficientes angulares foram obtidos através da 

equação da reta do extrato da matriz que foi utilizada para avaliação da 

seletividade do método desenvolvido. 
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 A Tabela 19 apresenta os resultados apresentados para o LD e LQ dos 

analitos em estudo. 
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Tabela 19: Limite de detecção e quantificação obtidos pelo método da curva de calibração com concentração em µg mL-1. 

 Sílica   Biocarvão do 
Sabugo de Milho 

 

Pesticidas Limite de 

Detecção 

(µg L-1) 

Limite de 

Quantificação 

(µg L-1) 

Pesticidas Limite de Detecção 
      (µg L-1) 

Limite de Quantificação 

 (µg L-1) 

Abamectina 0,32 0,96 Azoxistrobina 0,31 0,93 

Acetamiprido 0,31 0,93 Bifentrina 0,22 0,66 

Azoxistrobina 0,88 1,53 Difenoconazol 0,32 0,96 

Bifentrina 0,29 0,87 Epoxiconazol 0,30 0,90 

Clotianidina 0,38 1,14 Malationa 0,29 0,89 

Difenoconazol 0,60 1,80 Piraclostrobina 0,27 0,81 

Epoxiconazol 0,26 0,78 Teflubenzurom 0,40 1,20 

Imidacloprido 0,27 0,79 Tiacloprido 0,28 0,86 

Lufenuron 0,31 0,93 Tiofanato-metílico 0,31 0,89 

Malationa 0,41 0,12 

Piraclostrobina 0,30 0,90 

Teflubenzurom 0,42 1,26 

Tiametoxam 0,40 1,20 
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Os resultados apresentados na Tabela 19 mostram que o LD variou entre 

0,26 – 0,60 µg L-1, enquanto o LQ variou entre 0,78 – 1,23 µg L-1 para a sílica e 

o LD variou entre 0,22 – 0,40 µg L-1 e o LQ entre 0,66 – 1,20 µg L-1 para o 

biocarvão. Assim, com exceção do epoxiconazol, foi possível obter baixos LD e 

LQ ao utilizar o biocarvão do sabugo de milho como material adsorvente do 

método de extração. Até o momento deste trabalho não existem normativas 

estabelecendo o limite máximo de pesticidas em alimentos pastosos para bebês.  

O LD e LQ dos métodos desenvolvidos neste trabalho foram comparados 

com outros trabalhos disponíveis na literatura, conforme é apresentado na 

Tabela 20. 
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Método 

Analítico 

Composição 

da Matriz 

Pesticida Grupo Químico Recuperação LD/LQ Referência 

-/UHPLC-QqQ-

MS 

Carne 

Peixes 

Cereais 

Alacloro 

Ametrina 

Atrazina 

Carbofurano 

Clorpirifós 

Outros 

Multiclasse 96 – 100% 0.0005–0.05 µg L-1/ 

0.01 – 0.1 µg L-1 

[8] 

QuEChERS/ 

GC-MS 

Frutas Azoxistrobina 

Atrazina 

Difenoconazol 

Dimetoato 

Diuron 

Malationa 

Outros 

 

Organofosforado 

Triazina 

Piretróide 

88 – 114% 0.005–0.01 µg L-1/ 

0.01–0.05 µg L-1 

[34] 

QuEChERS-

DLLME 

SALLE/UHPLC-

MS/MS 

Frutas Atrazina 

Azoxistrobina 

Clorpirifós 

Diurom 

Dimetoato 

Outros 

Piretróides 70 – 121% 0.005–0.01 µg L-1/ 

0.01–0.05 µg L-1 

[106] 

Tabela 20: Comparação do método desenvolvido neste trabalho com demais métodos analíticos para análise de pesticidas 

em alimentos pastosos infantis 
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DLLME – GC-

IT/MS 

- Bromofos 

Clorpirifós 

Malationa 

Metacrifos 

Outros 

Organofosforados 90 – 110% 0.0002–0.0047µgL-1/ 

0.0023–0.0085 µgL-1 

[107] 

QuEChERS – 

GC-Q-Orbitrap 

Frutas 

Vegetais 

Carne 

Cereais 

Bifentrina 

Bromopropilato 

Permetrina 

Procimidona 

Multiclasse 87 – 120% 0.00005 µg L-1 

0.002–0.01 µg L-1 

[54] 

QuEChERS – 

LC – GC – 

MS/MS 

Frutas 

Vegetais 

Acefato 

Acetamiprido 

Aldicarb 

Azoxistrobina 

Outros 

Multiclasse 70 – 108% 0.001–0.011µg L-1 

 

[50] 

µ-MSPD/HPLC-

DAD/UV-VIS 

Frutas 

Carne 

Vegetais 

Abamectina 

Acetamiprido 

Difenoconazol 

Lufenuron 

Outros 

Multiclasse 62 – 112% 0,26 – 0,60 µg L-1/ 

0,78 – 1,23 µg L-1/ 

0,22 – 0,40 µg L-1/ 

0,66 – 1,20 µg L-1 

Este trabalho 

 

Tabela 20: Continuação 
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O método analítico desenvolvido neste trabalho foi comparado com outros 

métodos da literatura e, ao analisar a Tabela 20 foi possível constatar que a 

proposta de preparo da amostra e extração dos analitos por µ-MSPD apresentou 

baixos valores de recuperação tanto ao utilizar o biocarvão do sabugo de milho 

quanto ao uso da sílica ao comparar com os demais métodos disponíveis na 

literatura.  

Apesar do reduzido número de analitos que foram validados ao utilizar o 

biocarvão do sabugo de milho como material adsorvente do método de extração 

em detrimento da sílica, tanto este material alternativo quanto o adsorvente 

comercial favoreceu a extração de analitos pertencentes a sete diferentes grupos 

químicos (Estrobilurina, piretróide, triazol, organofosforado, benzoilureia, 

neonicotinóide e benzimidazol). O que ressalta a eficiência da utilização do 

material carbonáceo na µ-MSPD.    

Em seguida, após validação, os métodos desenvolvidos foram aplicados 

em amostras reais de diferentes marcas e composições para avaliar a presença 

destes pesticidas em estudo.  

 

5.14. Aplicação em Amostras Reais 

A proposta de miniaturização da MSPD desenvolvida neste trabalho tanto 

para a sílica quanto para o biocarvão foram aplicadas em quatorze amostras de 

alimentos pastosos para bebês a base de frutas, cereais e vegetais que são 

comercializados em cidades do estado de Sergipe, Brasil. Mas não foram 

detectados nenhum dos analitos em estudo nas amostras avaliadas no mesmo 

tempo de retenção dos analitos, conforme é apresentado na Tabela 21.  
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Tabela 21: Aplicação do método em amostras reais 

 Azoxistrobina Bifentrina Difenoconazol Epoxiconazol Malationa Piraclostrobina Teflubenzurom Tiacloprido Tiofanato 

- metílico 

Amostra 1 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 

Amostra 2 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 

Amostra 3 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 

Amostra 4 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 

Amostra 5 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 

Amostra 6 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 

Amostra 7 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 

Amostra 8 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 

Amostra 9 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 

Amostra 10 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 

Amostra 11 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 

Amostra 12 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 

Amostra 13 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 

Amostra 14 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 

N.D. = Não detectado
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Alguns analitos como a azoxistrobina, difenoconazol, epoxiconazol, 

malationa e piraclostrobina foram monitorados através da m/z (razão 

massa/carga) ao utilizar a cromatografia líquida com espectrometria de massas 

utilizando o analisador de massas do tipo Orbitrap no modo SIM com energia de 

colisão de 30 V, mas não foi confirmada a presença desses analitos nas 

amostras avaliadas, conforme mostra alguns dos espectros abaixo. 
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m/z= 404,12 – Azoxistrobina, m/z= 330,08 – Epoxiconazol, m/z= 406,07 - Difenoconazol, m/z= 

331,04 - Malationa, m/z= 388,10 – Piraclostrobina 

 

Apesar de não ter determinado a presença dos analitos em estudo acima 

do LD e LQ do presente método nas amostras avaliadas, ressalta-se a 

necessidade em continuar os estudos nesta matriz complexa e ampliar o método 

para análise de outros pesticidas pertencentes a variados grupos químicos e que 

são utilizados nas diferentes culturas. 

 

6. CONCLUSÃO 

Com base nos experimentos realizados, pode-se concluir que foi possível 

obter as condições instrumentais de análise por meio dos gradientes de eluição 

(35-100 %) composto por metanol:água com vazão de fase móvel 1,0 mL min-1, 

coluna Shim-pack UC X RP C18 (250 x 4,6 mm, 5 μm)  e (5-100 %) composto 
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por metanol:água com vazão de fase móvel 0,3 mL min-1, coluna Shim-pack UC 

X RP C18 (150 x 2,1 mm, 3 μm) que permitiu a avaliação dos pesticidas em 52 

minutos. A cromatografia líquida com o detector DAD/UV-Vis permitiu a análise 

da abamectina, acetamiprido, azoxistrobina, bifentrina, clotianidina, 

difenoconazol, epoxiconazol, imidacloprido, lufenuron, malationa, 

piraclostrobina, teflubenzurom, tiametoxam e tiofanato-metílico. 

Para o procedimento de extração, foi possível propor dois métodos de 

MSPD miniaturizados utilizando o adsorvente alternativo biocarvão do sabugo 

de milho nas condições de 60 mg de biocarvão, 40 mg de alimentos para bebês 

com nível de fortificação de 1 μg mL-1 e 1000 µL de metanol e para o adsorvente 

comercial sílica foram utilizadas as mesmas condições, mas com 1000 µL de 

MeOH/EtOAc (50:50, v/v) como solvente de eluição que mostrou eficiência na 

extração dos analitos com recuperação acima de 60 %. 

A análise por agrupamento utilizando a PCA e HCA foram utilizadas para 

avaliar a eficiência de materiais carbonáceos de diferentes biomassas para 

adsorção dos analitos e foi possível constatar que o biocarvão do sabugo de 

milho melhor favoreceu o agrupamento dos analitos com base no perfil de 

semelhança dos resultados obtidos. 

A µ-MSPD foi comparada nas mesmas condições com a MSPD 

convencional e os resultados mostraram coerência em termos da eficiência de 

extração, com proximidade nos valores de recuperação na faixa de 70 – 120 %, 

ressaltando a necessidade em avaliar novas proporções amostra/adsorvente de 

modo a aumentar a recuperação dos analitos. 

A validação do método foi efetuada ao avaliar os parâmetros de 

linearidade e sensibilidade através das curvas analíticas dos pesticidas foi 

possível obter coeficientes de correlação acima de 0,99, conforme estabelecido 

pela ANVISA e INMETRO, indicando que se trata de um método linear e sensível 

para os analitos em estudo, além de verificar a seletividade, precisão, exatidão 

e baixos LD e LQ para os analitos avaliados. 

Após validação, o método analítico foi aplicado em quatorze amostras de 

alimentos infantis a base de frutas, vegetais e carnes, mas não foram 
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encontrados os analitos em estudo nas amostras avaliadas que estivessem 

acima do limite para o método desenvolvido neste trabalho.   

Por fim, pode-se concluir que os resultados obtidos foram satisfatórios 

para uma proposta de µ-MSPD tanto ao utilizar o biocarvão do sabugo de milho 

quanto ao utilizar a sílica como adsorvente comercial e, em ambas as condições, 

utilizando menores quantidades de amostra, adsorvente e volume de solvente 

orgânico para eluição dos analitos com o uso de ponteiras de micropipeta, 

indicando que foi possível obter um método miniaturizado.  

Além disso, o desenvolvimento dos métodos foi eficiente para as 

propostas deste trabalho e o levantamento da literatura apresentado mostra o 

déficit de trabalhos com proposta de miniaturização de métodos de extração de 

analitos para esta matriz complexa. Logo, ressalta-se a necessidade de 

monitoramento da presença de pesticidas nestes alimentos e de uma legislação 

no Brasil estabelecendo o limite máximo de resíduos para os pesticidas nos 

alimentos para bebês, devido a toxicidade desses compostos.   

 

7. PERSPECTIVAS DO TRABALHO 

Mediante os resultados, o presente trabalho tem as seguintes 

perspectivas: 

 Comparar o método de extração desenvolvido neste trabalho com 

o QuEChERS; 
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