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RESUMO

Alimentos a base de frutas, vegetais, carnes e cereais disponiveis
comercialmente sdo oferecidos aos bebés a partir dos seis meses de vida e
produtos quimicos como os pesticidas sdo utilizados nas culturas de alimentos
para aumentar a produgdo, de forma a suprir as demandas no mercado e
controlar pragas que interferem no crescimento das plantas e frutos. Os residuos
desses compostos podem permanecer no produto final, podendo interferir na
saude do bebé e, por isso, métodos analiticos sdo 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 relacdo ao método convencional.
Dessa forma, esse trabalho teve como objetivo desenvolver um método
miniaturizado da MSPD utilizando de ponteiras de pipeta para extracdo dos
pesticidas abamectina, acefato, acetamiprido, azoxistrobina, bifentrina,
clotianidina, difenoconazol, dimetoato, epoxiconazol, flutriafol, imidacloprido,
lufenurom, malationa, metomil, permetrina, piraclostrobina, teflubenzurom,
tiacloprido, tiametoxam e tiofanato — metilico em alimentos pastosos para bebés,
juntamente com a cromatografia liquida e detector UV-Vis/DAD. Foram testados
0s adsorventes comerciais C18, silica 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 proporgdes. As melhores condigdes de extragcdo foram ao utilizar 40
mg de amostra com nivel de fortificacdo de 1 pg mL*, 60 mg de silica gel e 1000
uL de MeOH:EtOAc (50:50 v,v), obtendo recuperacdes entre 70 — 108 %. Em
seguida, foram otimizados os parametros do método de preparo de amostra
utilizando o biocarvao do sabugo de milho como material adsorvente que foi mais
eficiente na extracdo dos analitos, nas mesmas condicBes apresentadas
anteriormente para a silica, mas ao utilizar o MeOH para eluicdo dos analitos e
0S percentuais de recuperacdo variaram entre 62 — 112%. Por fim, os dois
meétodos desenvolvidos neste trabalho foram validados, avaliando os parametros
de linearidade, sensibilidade, seletividade, limite de deteccdo, limite de
quantificacdo, exatiddo e precisdo e, posteriormente, os meétodos foram
aplicados em amostras de diferentes marcas e composi¢cbes que sé&o
comercializadas em Sergipe, mas nao foram encontrados o0s pesticidas em
estudo.



Palavras—chave: Alimentos para bebés. p-MSPD. Pesticidas. Adsorventes
comerciais. Adsorventes alternativos. Materiais carbonaceos.

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, silica
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 pg mL-
1), 60 mg of silica gel and 1000 pL 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 silica, 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. u-MSPD. Commercial adsorbents. Alternative
adsorbents. Carbonaceous materials.
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1. INTRODUCAO

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estabelece que € essencial o
aleitamento materno ou férmula infantil nos primeiros meses de vida com uma
alimentacdo complementar & amamentacao a partir dos seis meses para garantir um
crescimento e desenvolvimento saudavel do bebé [1]. Ainda de acordo com a OMS
0s bebés sdo os mais vulneraveis da populacdo mundial, pois apresentam maior
expectativa de vida e acabam tendo mais tempo para desenvolver doencas com longo
periodo de laténcia [2].

A faixa etéria até 3 anos € mais sensivel a produtos quimicos devido a elevada
relacdo entre ingestdo 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 presenca de contaminantes, de forma a reduzir os

riscos a saude [4].

Dentre os alimentos prontos e disponiveis comercialmente para os bebés, tém-
se os alimentos a base de carne, cereais, frutas e vegetais que séo inseridos de forma
complementar a partir dos seis meses de vida para garantir os nutrientes necessarios
ao desenvolvimento saudavel. Alguns possiveis contaminantes como os pesticidas
podem estar presentes nesses alimentos, pois sdo produtos quimicos aplicados nas
culturas agricolas para o controle de pragas e para obter um maior rendimento da
producdo, sendo utilizados tanto na etapa da producdo quanto no pdés-colheita. A
presenca de residuos desses compostos pode contaminar os alimentos e, assim,

prejudicar a saude dos consumidores [5,6].

Uma forma de monitorar a presenca de pesticidas nos alimentos é por meio de
métodos que sao desenvolvidos e otimizados com o propoésito de determinar a
presenca desses contaminantes. Para tanto, pesquisas sao realizadas para obtencgao
de métodos com poucas etapas no procedimento de extragcdo dos analitos e com
reduzido tempo, garantindo rapidez e eficiéncia na finalidade que almeja [7,8]. Dentre
0s métodos de extragao disponiveis na literatura, o QUEChERS (do inglés Quick, Easy,

Cheap, Effective, Rugged, Safe, que significa rapido, facil, barato, eficaz e seguro) e
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a dispersao da matriz em fase sélida (MSPD) séo as técnicas utilizadas para extragéo
de pesticidas em amostras sélidas, mas esses métodos utilizam elevada quantidade
de reagentes e varias etapas de extracdo. A proposta de miniaturizagdo dos métodos
convencionais € uma alternativa com reduzidas quantidades de materiais, etapas e,
consequentemente, menor tempo para o processo de extracdo dos analitos [9-10].

A dispersédo da matriz em fase sdlida (MSPD) é utilizada no preparo de amostra
por permitir a avaliacdo de diferentes materiais adsorventes. A escolha do material é
uma etapa importante no desenvolvimento de método analitico por permitir diferentes

interacdes do analito com a fase sdlida, favorecendo a etapa de extragédo [11,12].

Materiais adsorventes como o C18, carbono grafitizado, materiais constituidos
com nanoparticulas, amina primaria e secundéaria (PSA), silica, alumina neutra e
dentre outros séo utilizados na MSPD [13 -15]. Propostas de miniaturizacéo da técnica
com reducdo dos reagentes vem sendo adotada de modo a diminuir o tempo de

extragcdo sem comprometer a eficiéncia na obtencéo 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 eficiéncia
na extracado dos analitos. Materiais carbonaceos 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 extracdo para variadas classes de contaminantes [19].

z

O biocarvdo é um material carbonaceo oriundo da pirélise de diferentes
matérias-primas em condicbes limitadas de oxigénio. Apresenta diversas
caracteristicas fisicas e quimicas, grupos funcionais como a carboxila (-COOH),
hidroxila (-OH), fendlico (-CeHsOH), entre outros que contribuem com a capacidade
de adsorcao e diferentes intera¢des quimicas, além de uma elevada area superficial,
devido ao numero de poros, a qual contribui para maior capacidade de adsorgéo [20
- 23].

O desenvolvimento de método analitico resulta em um conjunto de dados que
precisam de uma organizagao para facilitar a interpretacao dos resultados obtidos por
meio de tratamento estatistico. Além disso, o0 método desenvolvido precisa ser
validado de acordo com parametros estabelecidos de agéncias reguladoras, a fim de
torna-lo fidedigno, seguro e confiavel.
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Assim, este trabalho visou validar dois métodos analiticos por meio da
miniaturizacdo da MSPD tanto com o uso da silica como adsorvente comercial, quanto
com o biocarvao como material adsorvente alternativo para avaliagdo de residuos dos
pesticidas abamectina, acefato, acetamiprido, azoxistrobina, bifentrina, clotianidina,
difenoconazol, dimetoato, epoxiconazol, flutriafol, imidacloprido, lufenurom, malationa,
metomil, permetrina, piraclostrobina, teflubenzurom, tiacloprido, tiametoxam e

tiofanato-metilico em alimentos para bebés, juntamente com HPLC DAD/UV-Vis.

2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. Alimentos para bebés

O leite materno € um alimento essencial e nutritivo nos primeiros meses de vida
do bebé. Mas a partir dos seis meses de idade esse alimento passa a ser insuficiente
para suprir os nutrientes necessarios, surgindo a necessidade do ‘desmame’ e
acréscimo de suplementos na dieta alimentar com outras fontes de energia para
proporcionar um crescimento e desenvolvimento saudavel. A OMS afirma que os
alimentos ideais para os bebés devem ser nutritivos, de facil digestao, consisténcia
adequada e acessivel no mercado. Dentre os alimentos para bebés, tém-se os
alimentos pastosos e prontos destinados a faixa de 6 meses a 2 anos de idade com

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

Os alimentos infantis prontos contendo frutas, vegetais, carnes e cereais
constituem uma alternativa rapida, além de atender as necessidades nutricionais, pois
sdo fontes de energia com proteinas, aminoacidos essenciais, vitaminas, minerais,
macro e micronutrientes. Existem uma variedade de tipos de comidas para bebés que
sao comercialmente distintas em termos de alimentos infantis ndo gordurosos
constituidas por frutas como banana, macd, manga e vegetais, além de batata,
cenoura, abdbora, gordurosos baseados em queijo, 0VOS e carne na sua composicao,
além daqueles que sao constituidos por cereais [28-29].

A Tabela 1 apresenta a composi¢ao nutricional de alimentos comercializados
para bebés que estéo categorizados em grupo 1 (frutas e cereais) e grupo 2 (carne e
legumes), de acordo com cada composicao.
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Tabela 1: Informagéo nutricional dos alimentos para bebés [28-29]

Parametros Informacao Nutricional (Porcéo 100 g)
Grupo 1 Grupo 2
Valor energético 81 Kcal 72 Kcal
Carboidratos 199 719
Acucares 139 3,29
Proteinas 1,29 3,29
Gorduras totais 0,19 3,449
Gorduras saturadas 0g 0g
Gorduras trans 0g 0g
Fibra alimentar 149 19
Saodio 5,3 mg 26 mg

As matérias-primas constituintes desses alimentos podem apresentar
eventualmente contaminantes como metais, micotoxinas, pesticidas, dentre outros
[30-33]. Em relacdo aos contaminantes, a presenca de pesticidas nesses alimentos
aumenta o risco potencial de doencas crdnicas e neurodegerativas, além de
disfuncdes nos sistemas enddcrino e reprodutivo nos primeiros meses de vida da
crianca [34-36].

2.2. Pesticidas

Os pesticidas sao produtos quimicos utilizados em diversas culturas para o
controle de pragas e, consequentemente, melhoria na producdo e colheita. No

entanto, a presenca desses pesticidas € prejudicial a satude do ser humano [6].

Estudos de Nougadere et al, (2020) avaliaram a presenca de pesticidas em
alimentos comerciais para bebés e os resultados mostraram que foram detectados 78
pesticidas em 67 % das 309 amostras. Stepan et al, (2005) constataram em seus
estudos que em 16 % dos 522 alimentos a base de frutas para bebés 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 Unido Europeia (UE), especificamente a Diretiva da Comissao 2006/125/CE,
de 5 de dezembro de 2006, estabelece que os alimentos para bebés ndo devem conter
residuos de pesticidas em niveis superiores a 0,01 mg kg'. Da mesma forma foi
estabelecido o limite maximo de 0,003 mg kg para os pesticidas considerados toxicos
como terbufés, dissulfotom e seus metabdlitos. Alguns pesticidas apresentam efeitos
biolégicos e estdo associados com atividade desreguladora do sistema enddcrino,
toxicidade renal, neurotoxicidade, toxicidade reprodutiva e carcinogenicidade o que
gera grande preocupacao das suas presencas nesses alimentos para bebés [41-44].

Em contrapartida, é importante ressaltar que além dos alimentos para bebés,
se faz necessério avaliar também a presenca de pesticidas nas frutas, vegetais e
cereais que sao utilizadas na composicao [45].

A utilizacdo de pesticidas é a principal técnica de manejo para lidar com pragas
no periodo da pré—colheita e da pés-colheita que podem acometer as frutas e vegetais
e interferir na producéo [46]. A maior problematica quanto ao uso de pesticidas nas
culturas € que os alimentos podem conter residuos desses produtos quimicos. Diante
disso, normativas como a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
estabeleceram os Limites Maximos de Residuos (LMR) permitidos para diversas
culturas agricolas [45].

De acordo com a Organizacdo das NacOes Unidas para Agricultura e
Alimentagéo (FAO), em estudos realizados em 2024, o Brasil € o maior consumidor
de pesticidas, aplicando 720 mil toneladas por ano para uso agricola. Dados
estatisticos mostram que o Brasil emprega cerca de 20 % dos 2,6 milhdes de
toneladas de volume de pesticidas que sao utilizados no mundo, permitindo maiores
valores de concentracdo de residuos na agua e em alimentos em relacdo aos paises
da Unido Europeia [47-49].

Desta forma, as criancas e bebés ficam vulneraveis a exposi¢cao a produtos
guimicos como pesticidas, 0 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 areas do metabolismo [45, 50].

7

No painel de monografias estabelecido pela ANVISA [51], é listada a
classificacdo desses compostos em classes quimicas, apresentando variadas acoes

no controle de pragas. Dentre 0s grupos quimicos que distinguem, os mais utilizados
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no controle de pragas sao os organofosforados, carbamatos e neonicotindides, que
podem ser danosos a saude humana, pois apresentam capacidade de inibir a funcéo

da enzima colinesterase [52].

Os pesticidas aplicados nas culturas podem permanecer presentes nas frutas,
vegetais e cereais que sao utilizados na composicdo dos alimentos para bebés,
seguindo até o produto. Os bebés a partir dos seis meses consomem esses alimentos
e, dessa forma, podem absorver mais os pesticidas, pois ainda ndo foi desenvolvido
completamente seu sistema grastointestinal e suas enzimas empaticas ainda estao

em processos iniciais [53].

No Brasil ndo existe legislacéo estabelecendo limites maximos de residuos nos
alimentos para bebés e, consequentemente, existem poucos estudos em relagéo ao
desenvolvimento de métodos para determinacao de pesticidas nesta classe especifica
de alimentos para bebés. No entanto, estudos desenvolveram métodos que foram
eficientes para avaliacdo da presenca de alguns pesticidas como a cipermetrina,
difenoconazol, cialotrina, clorpirifés, bifentrina, permetrina, dentre outros [48, 54].
Logo, é importante o desenvolvimento de métodos para uma ampla faixa de analitos
e a realizacdo de estudos capazes de monitorar possiveis contaminacdes nesses

alimentos.
2.3. Método de extracdo dos analitos

O método de extracado dos analitos € considerado uma etapa importante no
desenvolvimento de métodos analiticos, pois é uma forma de proporcionar melhor
adequacdo na determinacdo de contaminantes. A busca por métodos adequados
capazes de extrair 0os analitos da amostra e purificar o extrato de forma simultanea é
um grande desafio para garantir resultados satisfatorios 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 determinacao de pesticidas em alimentos para bebés é desafiadora, devido
a complexidade da matriz, além da presenca de gorduras, no caso dos alimentos
gordurosos constituidos por carnes, ovos e peixes, que podem interferir em termos de
recuperacdo dos analitos. Geralmente, 0 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 presenca de

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

A escolha adequada do método de extracdo do analitos facilita na obtencéo
dos valores de recuperacdo, assim como € possivel reduzir a presenca de
interferentes que possam resultar em supresséo de sinal, através de procedimentos
de limpeza para aumentar a precisdo e confiabilidade da andlise. Para isso, é
necessario selecionar um método que possa extrair efetivamente e, a0 mesmo tempo,
minimizar perda ou degradacao dos analitos. As técnicas de extracdo para amostras
sélidas ou semissélidas constituem basicamente da extracdo por solvente,
QUEChERS (rapido, facil, barato, eficaz, robusto e seguro), extracdo por fluido
supercritico (SFE) e dispersédo da matriz em fase sélida (MSPD) [57-61].

Ao avaliar os métodos de preparo de amostra para alimentos de bebés, a
literatura apresenta alguns estudos utilizando QUEChERS na sua verséo original e
utilizando versbes alternativas empregando o tampao acetato ou o citrato, com
posterior agitacao no ultrassom ou agitador magnético para melhor interacédo solvente

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

Dentre esses métodos de preparo de amostra e extracdo dos analitos, a
dispersao da matriz em fase sélida (MSPD) foi desenvolvida com o objetivo de superar
as limitacdbes dos métodos convencionais aplicados para matrizes sélidas ou
semissolidas ao requerer varias etapas. Esta técnica é caracterizada pela
simplicidade, elevada eficiéncia na extracdo de analitos presentes em matrizes

complexas, custo-beneficio e versatilidade [67].

2.3.1. Dispersédo da matriz em fase sélida (MSPD)

A MSPD foi introduzida em 1989 por Barker para isolar residuos dos
medicamentos em tecidos biologicos. Com uso dessa técnica, a extracdo de analitos
€ realizada sem a necessidade de equipamentos especificos como agitador
magnético ou sistema ultrassénico. Além disso, é uma técnica para extracéo e limpeza
simultdnea de amostras sdlidas e semissélidas, na qual a amostra interage
diretamente com o adsorvente, formando um homogeneizado que sera transferido

para a coluna e eluida 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
facil a preparacdo da amostra, apresenta baixo consumo de materiais € um curto
periodo para extracdo dos analitos. A técnica consiste na trituracdo, extracao,
separacao e purificacdo de amostras, apresentando vantagens de simplicidade e
baixo custo [70]. Essa técnica € utilizada na extracao de pesticidas em alimentos, na
determinacao de aflatoxinas [71], parabenos [72], dentre outros contaminantes [73-
75].

O processo de extracdo 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 auxilio de um pistilo, de modo que o material
adsorvente atua desintegrando a estrutura da amostra e distribuindo em pequenas
particulas. Em seguida, o homogeneizado obtido é transferido para um cartucho de
extracdo em fase sdlida (SPE), em que o material fica empacotado com |a de vidro ou
algodao na sua parte inferior e superior, de modo a nao perder amostra. O solvente
extrator passa pelo cartucho com uso de um sistema a vacuo para aumentar a pressao
do meio e facilitar a passagem através da amostra e, em seguida, 0 mesmo é
evaporado por suave corrente de N2 ou por meio de um sistema de evaporacao,
seguido de reconstituicAo em solvente organico compativel com posterior analise
instrumental [76].

Figura 1. Esquema do processo de extracdo por MSPD convencional
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Fonte: Adaptado de Grzeskowiak et al, 2024 [77].
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A proposta de uso de materiais adsorventes alternativos e a miniaturizacao da
MSPD objetiva reduzir custos, mas mantendo a eficiéncia de extracado. O adsorvente
€ um componente importante para o desenvolvimento desse método, afetando
diretamente na extracdo dos analitos [70]. A natureza do adsorvente influencia na
extragdo por MSPD, pois promove a ruptura da estrutura da amostra e auxilia na
limpeza do extrato. Varios materiais adsorventes tém sido utilizados na técnica como
o C18, silica, florisil, polimeros impressos molecularmente e nanoparticulas
magnéticas, além de materiais alternativos como nanotubos de carbono e éxido de
grafeno [67,78].

Além disso, uma tendéncia observada nos métodos de preparo de amostra € a
miniaturizacdo das técnicas de extracdo. A microextracdo dispersiva em fase solida,
microextracdo em fase sélida, dentre outras, tém sido desenvolvidas para analise de
diferentes compostos [79-82]. Dessa forma, na MSPD estudos relacionados a
miniaturizacdo jA sdo 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 reducdo de etapas ao dispensar evaporacao de solvente, capazes de
proporcionar um procedimento analitico rapido, econ6mico, acessivel e,
consequentemente, relacionado com a Quimica Analitica Verde (GAC) [83-85].

Alguns pesquisadores estao propondo a utilizacdo de ponteiras de micropipeta
em substituicdo aos cartuchos e colunas na MSPD, por exemplo, os estudos de Shen
et al, 2016 buscaram miniaturizar a MSPD através da utilizacdo de ponteira de
micropipeta de modo a obter um método rapido, robusto e sensivel para extracédo de
sulfonamidas em amostras de peixes. O método desenvolvido foi comparado com a
MSPD convencional e apresentou resultados satisfatérios no estudo de recuperacéo,
mesmo utilizando menor quantidade de adsorvente, volume de eluente e tempo de
extracdo, obtendo vantagens em termos de reducdo na quantidade de materiais e
tempo, além de reduzidas etapas ao eliminar a secagem do solvente no nitrogénio,
para posterior analise instrumental [86].

Chu et al, 2021 miniaturizaram a MSPD para extracdo 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
pL e os analitos foram eluidos com 200 pL de metanol. Posteriormente, o eluente foi
centrifugado por 5 min para posterior analise instrumental com HPLC-UV/Vis. Os

resultados mostraram que foi possivel desenvolver um meétodo com reduzidas
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quantidades de materiais, além de ser rapido, barato, simples e com menor consumo
de solvente, capazes de proporcionar resultados satisfatorios ao comparar com

meétodos 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 presenca de grupos funcionais que podem favorecer

diferentes interacdes com o analito [77].

A silica [(SiO2)nOH] (1) e o silicato de magnésio [conhecido como Florisil®
Mg(SiOs)n) (2) sdo materiais adsorventes que apresentam caracteristicas polares. O
Florisil € um material adsorvente para remocao de impurezas hidrofilicas, além de ser
frequentemente utilizado nas etapas de limpeza e concentracdo de pesticidas de
meédia polaridade [70]. O processo de retencédo dos analitos ocorre pela adsorcéo e
sdo adequados para extracao de analitos polares, volateis e de baixa massa molar.
Além disso, séo silicatos com estruturas porosas e 0s grupos hidroxila em sua

estrutura podem interagir com os analitos através de ligacdo de hidrogénio [88].
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No entanto, o C18 (3) € um adsorvente que apresenta caracteristica apolar e a
retencdo dos analitos ocorre por particdo fornecendo uma alta capacidade para
extracdo de analitos apolares e de polaridade intermediaria. Esse adsorvente é
caracterizado pelo fato das interacdes de Van der Waals atuarem entre as moléculas
do analito e o C18 [88].
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Em relacdo a amina primaria e secundéaria (PSA) (4), ela é caracterizada por
ser um adsorvente trocador aniénico fraco que interage com compostos acidos,
caracterizado pela capacidade de remover mais coextrativos da matriz, devido a
presenca da amina primaria e secundaria [89]. Coextrativos na matriz estdo sujeitos a
competir com os pesticidas durante a etapa de adsorcéo interferindo na recuperacao
dos analitos [90]. Sendo um material muito utilizado para limpar os extratos e

minimizar o efeito matriz.
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Em contrapartida, segundo Lancas, 2004, a alumina neutra (Al203) (5) € um
adsorvente anfétero capaz de interagir tanto com compostos acidos quanto com
compostos basicos, trabalhando dessa forma com pesticidas de diferentes classes
quimicas e colaborando para um processo adequado de extracdo de residuos de
pesticidas em variadas matrizes [91].
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O tetraetoxissilano (TEOS) é um composto que € sintetizado com capacidade
de uso como material adsorvente e formacao de compostos hibridos na sintese de
novos materiais. A hidrélise do TEOS produz silica por sol-gel, caracterizado por
apresentar menor custo em relacdo a outros materiais constituintes de silica e
apresentar melhor adsorgéo para moléculas polares [92,93]. E um adsorvente que
vem sendo empregado de forma hibrida com outros materiais em métodos de preparo
de amostra como a SPE e microextracdo em fase solida (SPME) para analise de
tracos da presenca de metais e pesticidas organofosforados em amostras de agua
[94,95].
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2.3.1.2. Biocarvao como material adsorvente para extracdo dos analitos

Alguns estudos desenvolveram métodos de preparo de amostra utilizando o
biocarvao de diferentes biomassas para extracdo de pesticidas em variadas matrizes.
Propostas com modificacdes do biocarvao para torna-lo como um material magnético
aprimorando sua capacidade de adsor¢cdo vem sendo amplamente utilizado como
aconteceu nos estudos de Yue et al, 2020, ao utilizar o biocarvéo da casca de frutas
citricas, modificado com o 6xido de ferro Il (FesOa) na etapa de purificacdo do método
QUEChERS para extracao de pesticidas em vegetais. O método foi adequado para a
proposta estabelecida e isso foi possivel devido ao tamanho de poros do material

adsorvente e as diferentes interagdes que favoreceram a capacidade de extragéo [96].

Enguanto os estudos de Zhang et al, 2021 utilizaram o biocarvao da palha de
milho como material adsorvente na extracdo em fase sélida magnética (MSPE), em
gue a magnetizagdo ocorreu com a utilizacdo do ferro e o biocarvao apresentou

elevada capacidade para adsor¢céo de organofosforados na agua e solo [97].

A utilizacao do biocarvdo sem modificacdes também vem sendo utilizada. Fato
que foi observado nos estudos de Behbahan et al. (2021) ao utilizar o biocarvao da
casca de banana como material adsorvente do método de PT-uUSPE, ou seja,
microextracao em fase solida com a ponteira de pipeta como suporte para o material
adsorvente para extracdo de pesticidas em hortalicas, em que ao comparar o
adsorvente alternativo utilizado com adsorventes comerciais, 0s resultados obtidos
foram comparaveis em ambas técnicas, mas ao utilizar o biocarvao favoreceu a
obtencdo de um material de menor custo, por ser obtido a partir de biomassa, o que

requer menor tempo de sintese e um produto ambientalmente mais amigavel [98].

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

[19] para extracdo de pesticidas em amostras de cerveja utilizando o método de
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extracdo em fase solida (SPE), apresentando resultados condizentes para
determinacao de pesticidas pertencentes a diferentes grupos quimicos.

2.4. Técnicas miniaturizadas com ponteira de micropipeta

A utilizacdo das ponteiras de micropipeta na miniaturizacdo de métodos de
extracao estd sendo adotado em algumas técnicas de extragdo. Uma das formas de
reduzir o tempo da extragdo em fase solida (SPE) foi miniaturizar a técnica utilizando
ponteira de micropipeta com pequena quantidade de adsorvente de modo que acaba
sendo utilizada para o processo de extracdo e purificagcdo, em que o sistema de
aspirar/dispensar em ciclos deve ser realizado para maior extracdo dos analitos [99-
101].

Npukdee et al. (2014) utilizaram a ponteira de micropipeta para propor uma -
SPE utilizando o criogel de grafeno/alcool polivinilico (grafeno/PVA) como material
adsorvente para extracdo dos pesticidas carbaril e carbofurano. Foram realizados
ciclos de aspiracdo/dispensacdo de modo que ocorresse uma pré-concentracdo dos
analitos e os mesmos ficassem retidos no material adsorvente com posterior
dessorcdo ao utilizar solvente adequado. Alguns parametros como solvente de
eluicdo, volume e pH foram otimizados de modo a garantir a condicdo mais eficiente
do método de extracdo para as amostras de agua [102].

Shi et al, 2016 sintetizaram grafeno e avaliaram esse material como um
promissor adsorvente na U-SPE com ponteira de micropipeta para extracdo de
carbamatos em sucos de fruta. O método mostrou-se eficiente e vantajoso, devido a
reduzidas quantidades de adsorvente e volume de solvente de elui¢do, além de menor
tempo para extracdo dos analitos [99].

Yuan et al, 2024 utilizaram uma forma miniaturizada da MSPD com ponteira de
micropipeta para suporte dos reagentes e utilizando a centrifugagcéo para aumentar a
velocidade de extracdo. O método denominado como aceleracdo por centrifugacao
com ponteira de micropipeta adaptada (CPT-MSPD) mostrou-se adequado para
extracdo rapida e eficiente de marcadores antiadipogénese em plantas ao utilizar
apenas 3 mg de amostra, 2 mg de material adsorvente sintético e 1 mL de solvente
de eluicao [103].
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A utilizacdo de ponteiras de micropipeta nas técnicas de micro extracao é algo
gue vem sendo proposto para SPE, devido a eficiéncia e vantagens na extragcdo com
amostras liquidas. Alguns poucos trabalhos vém utilizando essa abordagem na MSPD
propondo uma forma miniaturizada da técnica, mas até o momento nao é apresentado
na literatura esse procedimento para extracdo de pesticidas de diferentes grupos

quimicos em amostras semissolidas como os alimentos para bebés.

Ao utilizar as ponteiras de micropipeta em substituicdo aos cartuchos e ao
reduzir etapas de extracdo sem uso do sistema a vacuo ou algum outro meio para
acelerar a eluicdo do solvente, sem a etapa de secagem/evaporacao do solvente e

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

2.5. Revisao da Literatura

A presente revisdo da literatura busca apresentar estudos que utilizaram
diferentes métodos de extracdo para determinacdo de pesticidas em alimentos
infantis.

Gonzalez-Curbelo et al. (2012) utilizaram a extracdo em fase sélida dispersiva
(d-SPE) com nanotubos de carbono de paredes multiplas (MWCNTS), para extracao
de pesticidas organofosforados em diferentes alimentos para bebés. Os autores
observaram que ao aumentar a quantidade de amostra, os valores de recuperacéo
diminuiram, necessitando, dessa forma, maior quantidade de adsorvente,
precisamente 80 mg e 30 mL de acetonitrila como eluente. O método apresentou
valores de recuperacao entre 64 — 105%, com limite de quantificacédo (LQ) 0,31 —5,50
Hg kg™ [104].

Em estudos posteriores, Gonzalez-Curbelo et al. (2013) desenvolveram um
método de microextracdo em fase liquida com fibra oca (HF-LPME) para extracdo de
13 pesticidas em alimentos para bebés constituidos 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 extracdo. Foram otimizados os parametros pH, taxa de
agitacdo, tempo de dessorcao, adicdo de sal e temperatura de extracdo. Para tais

testes foram utilizados 1,5 g de amostra e 20 mL de ACN como solvente de extracéo.
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Os resultados mostraram boa precisao, linearidade e reprodutibilidade com limite de
deteccéo (LD) de 0,29 — 2,31 ug kg e LQ variando entre 0,96 e 10,7 ug kg [105].

Pérez et al. (2015) buscaram avaliar uma maneira de reduzir o efeito matriz de
amostras de alimentos para bebés de carne, peixes ou vegetais para determinacao
de pesticidas. Foi utilizado um método de extracdo genérico no qual 2,5 g de amostra
foi diluida com 2,5 mL de 4gua, seguida de agitacdo, adicdo de 7,5 mL de acetonitrila
com 1% de &cido férmico e posterior centrifugacdo. Estudos mostraram que ao
adicionar uma etapa de limpeza ao método de extracao utilizando o florisil reduzia o
efeito matriz nos alimentos a base de peixes ou vegetais, consequentemente, também
reduzia a recuperacdo dos analitos, dispensando a utilizacdo desta etapa no método.
O método foi validado com base em parametros pré-estabelecidos e apresentou LD
0,5-50 pg kgt e LQ 10-100 pg kg [8].

Petrarca et al. (2016) compararam a eficiéncia de extracdo do método
QUEChERS-DLLME com o QUEChERS-dSPE, no qual os resultados da ultima
condicdo avaliada apresentaram extratos mais limpos, livre de interferentes, mas com
intensidade de sinal reduzida para os analitos avaliados. Enquanto o primeiro
proporcionou areas dos sinais analiticos superiores em relacdo ao QUEChERS-dSPE.
Logo, 0 QUEChERS-DLLME foi o método mais adequado para a metodologia proposta
e apresentou melhores LD de 0,05 mg kg e LQ variando de 0,01 — 0,05 mg kg*. Ap6s
validacdo, pode-se identificar presenca de pesticida procimidona, pertencente ao
grupo quimico dicarboxida, em uma amostra avaliada acima do limite estabelecido
pela UE [34].

Petrarca et al. (2017) otimizaram a microextracao dispersiva liquido-liquido
assistida por ultrassom (UA-DLLME) e extracdo liquido-liquido assistida por salting
out (SALLE) para andlise de piretrinas naturais e piretroides sintéticos em diferentes
alimentos para bebés os quais apresentaram recuperacdes entre 75 e 120 %, precisao
inferior a 16 %, boa linearidade, seletividade e limites de deteccéo (LD) e quantificacao
(LQ) abaixo de 10 pg kgt que é o maximo permitido nessa matriz. Os resultados
mostraram que ao utilizar esses métodos, foi possivel detectar alguns pesticidas como
cialotrina e etofenprox em diferentes amostras [106].

Os estudos de Notardonato et al. (2018) otimizaram o método de microextracao
liguido—liquido assistido por ultrassom (VUA-DLLME) para determinagdo de
organofosforados e ftalatos em alimentos para bebés em amostras convencionais e

liofiizadas a base de carne. Parametros como solvente de extracdo e pH foram
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avaliados. Os resultados mostraram que o desvio padrao relativo (RSD) foi maior nas
amostras convencionais do que nas liofilizadas, indicando assim que essa etapa foi
capaz de reduzir o RSD. Além disso, 0 método proposto apresentou recuperacoes
entre 90 % e 110 % tanto para as amostras semissolidas quanto para as amostras
liofilizadas, LD 0,2 -4,7ngg'e LQ 2,3-8,5ng g*[107].

Prata et al. (2024) utilizaram o0 QUEChERS para determinacédo dos pesticidas
bifentrina, bromopropilato, permetrina, procimidona e hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (HPAs) em alimentos para bebés a base de carne, frutas, vegetais e
cereais. Para o procedimento de extragcdo 5 g de amostra foi adicionado em um tubo
de centrifuga no qual foi adicionado 10 mL de acetonitrila e agitado em vortex por 1
min, seguida da adicdo de 4 g de MgSOa4 e 1 g de NaCl com posterior agitacdo. Para
continuidade do procedimento de extracdo 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 evaporagao em suave corrente de nitrogénio
(N2) e reconstituicdo em acetato de etila para posterior injecdo no GC-Q-Orbitrap-MS.
Os resultados mostraram que o método apresentou LD 0,05 pg kg? e LQ 0,1 pg kg?
e valores de recuperacgéo entre 87% e 120%. Os estudos mostraram que foi possivel
detectar os pesticidas permetrina, procimidona e bifentrina nas diferentes amostras. A
permetrina foi detectada em amostras constituidas por magéas, mas de acordo com a
ANVISA, ela ndo tem uso autorizado para essa cultura [54].

Isci et al. (2025) utilizaram o método QUEChERS com acetato para determinar
a presenca de pesticidas em alimentos para bebés a base de frutas e vegetais. Os
resultados foram satisfatérios em que o método utilizado permitiu constatar ao avaliar
a presenca de 355 pesticidas em 36 amostras, alguns analitos como o pirimetanil e o
piriproxifeno apresentaram concentracées acima do LMR permitido, indicando que
mesmo apds o processamento, esses residuos permaneceram no produto [50].

A Tabela 2 apresenta informac¢fes suplementares que sdo essenciais no
desenvolvimento de um método analitico para alimentos para bebés de diferentes

composicoes.
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Tabela 2-Trabalhos reportando a utilizacao de diferentes métodos de extracdo e técnicas instrumentais para andlise de pesticidas em alimentos

para bebés.
Referéncia Composicao Analitos Técnica Adsorvente Quantidade Solvente Técnica
da de de de Instrumental
Matriz Extracao matriz dessorcao
)

Gonzalez Cereais Organofosforados d-SPE MWCNTSs 15 DCM GC - NPD
et al. (2012)
[104]
Gonzalez Cereais Organofosforados HF-LPME - 15 ACN com 1,25% GC - NPD
et al. (2013) acido férmico
[105]
Pérez Carne, peixes Diferentes grupos - - 2,5 UHPLC-QqQ
et al. (2015) e vegetais guimicos MS
[8]
Petrarca Frutas Organofosforado  QUECHERS C18 15 ACN GC-MS
et al. Triazina DLLME PSA
(2016) Piretréide QUECHERS MgSOa
[34] d-SPE
Petrarca Frutas Piretroides UA-DLLME - - ACN UHPLC -
etal. SALLE MS/MS

(2017) [106]




Tabela 2: Continuacgéo

26

Notardonato
et al.

(2018)

[107]

Prata
et al. (2024)
[54]

Isci et al.
(2025)
[50]

Frutas,
vegetais,
carne,
cereais

Frutas e
vegetais

Organofosforados

Multiclasse

Multiclasse

DLLME

QUECHERS

QUECHERS

- 5
PSA 5
C18
Z-sep+
PSA 15
MgSO4

n- hexano

ACN

ACN

GC -
IT/MS

GC-Q-Orbitrap

LC -
MS/MS
GC -

MS/MS

SPE= extracdo em fase sdlida; HF-LPME= Microextracdo em fase liquida 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 liquida acoplada a espectrometria de massas em tandem; UPLC= cromatografia liquida de ultra
eficiéncia; PSA= amina primaria e secundaria; CHzOH= metanol; CH3CN= acetonitrila; H2O= 4gua; CH2Cl2=diclorometano; HCOOH= &cido férmico; MWCNTs= Nanotubos de carbono
de paredes multiplas; GC-NPD= Cromatografia gasosa com detector nitrogénio fosforo; UHPLC-QqQ/MS= Cromatografia liquida de ultra alta eficiéncia com triplo quadrupolo e
espectrometria de massas; GC-MS= Cromatografia gasosa com espectrometria de massas; UHPLC-MS/MS= cromatografia liquida de ultra eficiéncia com espectrometria de massas
em tandem; GC-IT/MS= Cromatografia 4 g4s com espectrometria de massas de armadilha idnica “ion trap”.



27

Analisando a Tabela 2 e com base no levantamento realizado, a literatura apresenta
poucos métodos para extracdo de pesticidas em alimentos para bebés, os quais sdo
métodos ndo miniaturizados. Desta forma, miniaturizar métodos de extracdo € uma
proposta adequada para reduzir etapas, tempo e reagentes na determinagéo de pesticidas

de diferentes grupos quimicos em alimentos para bebés.

3. OBJETIVO

3.1. Objetivo Geral

Desenvolver e validar um método analitico miniaturizado da MSPD para

determinacao de residuos de pesticidas em matrizes de alimentos comerciais para bebés.
3.2. Objetivos especificos

e Selecionar os pesticidas que sdo comumente utilizados nas culturas de
abobora, banana, batata, batata-doce, canola, cenoura, chuchu, macéa e
manga;

e Obter as condi¢cdes instrumentais de analise para determinacdo dos
pesticidas selecionados por cromatografia liquida com detector DAD/UV-Vis;

e Desenvolver o método de micro dispersédo da matriz em fase sélida (u-MSPD)
utilizando de ponteiras de micropipeta como suporte para extracao;

o Utilizar a analise por agrupamento para avaliar eficiéncia dos materiais
carbonéaceos;

e Avaliar eficiéncia de adsorventes comerciais e comparar com o biocarvao de
diferentes biomassas para extracdo dos pesticidas em estudo;

e Validar os métodos analiticos;

e Aplicar os métodos validados em amostras de alimentos comerciais para

bebés.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Materiais

Béquer, proveta, vial, seringa de vidro, tubos de polipropileno, micropipetas de
volumes variaveis, pipetas volumétricas, bastdo de vidro, espatula, pinca, ponteiras de

micropipetas, 1& de vidro, vidro de relégio, almofariz, pistilo.

4.2. Reagentes

Acetato de Etila grau LC (Merck), Agua 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), Silica gel (70-230 Mesh; Silica Flash G60, Silicycle, Quebec, Canada), PSA (Sigma-
Aldrich; Supelclean), adsorvente sintético inorganico TEOS. Biocarvdo Sabugo de Milho,
Biocarvdo Semente de Uva, Biocarvdo de Aguapé, Biocarvdo da Mandioca e Biocarvao de
Esterco Bovino. Os materiais carbonaceos foram obtidos do grupo de Pesquisa em Petréleo
e Energia da Biomassa e Laboratorio de Analises Cromatogréficas da Universidade Federal

de Sergipe.

4.3. Padrdes analiticos dos pesticidas

Foram obtidos padrdes 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-metilico (Fluka Analytical).

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

Balanca analitica AL 204 (Metller Toledo, Ohio, EUA), lavadora ultrassénica (Unique
USC-1400), Cromatografo liquido de alta eficiéncia da marca Shimadzu (Quioto Japéao)
modelo Prominence composto por: desgaseificador (DGU-20A3), sistema binario de
bombeamento (LC-20AT), injetor automatico (SIL-20A HT), forno para coluna (CTO-20A),
detector UV-Vis DAD (SPD-M20A) e moédulo de comunicacdo (CBM-20A) com software
Shimadzu LC Solution, além da Coluna Analitica Shim-Pack UC — X RP C18 (250 x 4,6 mm
x 5 um, Califérnia, EUA) e Coluna Analitica Shim Pack UC-X RP C18 (150 x 2,1 mm x 3

pum).

4.5. Preparo de solucdes padréo dos pesticidas

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

refrigeracao.

4.6. Obtencédo das amostras

As amostras de alimentos para bebés a base de frutas, legumes e vegetais foram
adquiridas dos comércios locais de Aracaju e Sao Cristovdo-SE e armazenadas no
Laboratorio de Anélise de Compostos Organicos Poluentes (LCP), da Universidade Federal

de Sergipe, sob refrigeracdo a 5 °C.

4.7. Preparo das amostras

As amostras foram utilizadas na forma como sao comercializadas sem submissao a

nenhum tratamento prévio antes da analise.

4.8. Fortificacdo da amostra

As fortificacGes das amostras foram realizadas antes do processo de maceragéo com
o adsorvente, tendo um tempo de contato em 30 min, com 100 uL da solugéo dos pesticidas

de concentracdo 10 yg mL, obtendo um nivel de fortificacdo 1 yg mL.
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4.9. Procedimento de extracdo da pu-MSPD

Inicialmente foi pesada a massa de 40 mg da amostra de alimentos para bebés a
base de frutas e 60 mg de adsorvente, obtendo a proporcao de 2:3. Em seguida, a amostra
e o adsorvente foram maceradas com auxilio de um almofariz e pistilo e com velocidade
constante por um periodo de 3 minutos até obtencdo de um po6 solto. O macerado foi
transferido para uma ponteira de micropipeta de 1000 pL, a qual foi adicionada uma
pequena quantidade de |a de vidro na parte inferior, seguida do homogeneizado da amostra
com adsorvente e outra camada de | na parte superior, evitando escape do material e
formacéo de caminhos preferenciais durante o empacotamento. No método otimizado para
a silica, os analitos foram eluidos com 1000 pL de metanol/acetato de etila (50:50, v/v).
Enquanto para o biocarvéo foram utilizadas as mesmas condi¢cdes da etapa anterior, mas

os analitos foram eluidos com 1000 pL de metanol.

A Figura 2 apresenta o0 esquema da proposta de p-MSPD com ponteira de
micropipeta para suporte do homogeneizado que foi desenvolvido nesse trabalho para
extracdo dos analitos nas amostras de alimentos para bebés.

Figura 2: Esquematizacdo da u-MSPD desenvolvida nesse trabalho.

Amostra + Homogeneizado

Amostra + analitos + ;*'
analitos adsorvente @ J 1 mL solvente
Adigao
VED W - | =k
& xtrato
adsorvente ] => obtido
# Amostra + \
% analitos +

Maceragao
< adsorvente

Eluigao dos
analitos

.
A

Analise
instrumental

Fonte: Autoria prépria.
4.10. Condic¢8es instrumentais de analise

A Tabela 3 (A) apresenta as condig¢des instrumentais de analise para o cromatografo

a liquido com detector UV-Vis/DAD ao utilizar os adsorventes comerciais. Enquanto a
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Tabela 3 (B) apresenta as condi¢des instrumentais de analise que foram utilizadas para

avaliacao do biocarvao.

Tabela 3 (A) - Condi¢des instrumentais de andlise no HPLC DAD/UV-Vis.

Condicdes do Cromatdgrafo a Liquido

Fase estacionéaria analitica: Shim-Pack UC-X RP C18;5 um (250 x 4,6 mm)

Fluxo da fase mével: 1,0 mL mint

Modo de eluigcéo: Eluicdo Gradiente, 35 % B (0,01 min), 100 % B (40 min), 100 % B (2
min), 35 % B (2 min), 35 % B (8 min)

Fase moével: A: Agua; B: Metanol

Temperatura do Forno de colunas: 40 °C

Volume de injecdo: 25 uL

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

Tabela 3 (B)- Condic¢des instrumentais de analise no HPLC DAD/UV-Vis para analise
utilizando o biocarvdo como material adsorvente.

Condicdes do Cromatografo Liquido

Fase estacionéria analitica: Shim-Pack UC-X RP C18 3 um (150 x 2,1 mm)

Fluxo da fase mével: 0,3 mL min*

Modo de eluigcdo: Eluicdo 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 moével: A: Agua; B: Metanol

Temperatura do Forno de colunas: 40 °C

Volume de injecéo: 25 uL

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 padrdo utilizado no Laboratério de
Andlise de Compostos Organicos Poluentes (LCP), como segue:

o Enxague com agua corrente, por trés vezes;

o Lavagem com agua destilada;

o Lavagem com &gua ultrapura;

o Enxague com acetona;

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

4.12. Descarte de Residuos

Os solventes resultantes do processo analitico e os residuos solidos gerados das
analises foram acondicionados em recipientes devidamente identificados para posterior

recolhimento por empresa responsavel.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Selecao de pesticidas dentre os autorizados pela ANVISA

No painel de monografias autorizadas pela ANVISA consta os ingredientes ativos
permitidos para uso agricola no pais [51]. Uma pesquisa foi realizada buscando
informacdes dos pesticidas utilizados nas culturas de abobora, banana, batata, batata-doce,
canola, cenoura, chuchu, maca e manga que estao presentes em diversas variedades de
alimentos para bebés comercializadas industrialmente. Através desse levantamento, péde-
se encontrar uma lista com 215 ingredientes ativos para essas culturas. Dessa relagéo
foram escolhidos 20 pesticidas com base na disponibilidade desses padrdes no Laboratoério
de Analise de Compostos Organicos Poluentes (LCP).

Os pesticidas utilizados nessas culturas podem estar presentes nessas frutas,
vegetais e legumes que s&o utilizados na constituicdo desses alimentos e,

consequentemente podem permanecer durante o processo de producdo desse alimento.
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Estudos apresentam avaliagbes nessa matriz, devido a possibilidade de contaminacéo e
sua consequéncia danosa a saude do bebé [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-

metilico.

ApOs a selecdo dos pesticidas € importante conhecer as caracteristicas dos analitos
em estudo para melhor compreender seu comportamento. Assim, foi realizada uma
pesquisa sobre as informacdes gerais e propriedades fisico-quimicas dos pesticidas em

estudo, as quais estdo apresentadas na Tabela 4, Tabela 5 e Figura 3.



Tabela 4- Informacdes gerais relacionadas aos pesticidas em estudo. Fonte: ANVISA; IUPAC PPDB [51,108].

Pesticida Grupo Quimico Formula Modo de Acéo Utilizagdo na LMR1
Molecular Cultura (mg kg?)
Agricola
Abamectina Avermectinas CosH142028 Inseticida Abodbora 0,010
Batata 0,010
Cenoura 0,005
Chuchu 0,010
Maca 0,010
Manga 0,060
Acefato Organofosforado C4H10NO3PS Inseticida Batata 0,200
Cenoura 0,150
Acetamiprido Neonicotinodide C10H11CIN4 Inseticida Abobora 0,200
Batata 0,500
Batata-doce 0,030
Canola 0,060
Cenoura 0,500
Chuchu 0,200
Maca 0,800
Manga 0,300
Azoxistrobina Estrobilurina C22H17N305 Fungicida Abdbora 0,500
Banana 15,00
Batata 0,100
Batata — doce 0,200
Canola 0,100
Cenoura 0,200
Chuchu 0,500
Magca 6,000
Manga 6,000




Tabela 4: Continuacéo

Bifentrina

Clotianidina

Difenoconazol

Dimetoato

Epoxiconazol

Flutriafol

Piretroide

Neonicotindide

Triazol

Organofosforado

Triazol

Triazol

C23H22CIF30>

CsHsCINsO2S

C19H17CI2N303

C5H12N03PSZ

C17H13CIFN30O

C16H13F2N30

Inseticida

Inseticida

Fungicida

Inseticida

Fungicida

Fungicida

Abbbora
Banana
Batata
Batata-doce
Canola
Cenoura
Chuchu
Maca
Manga

Batata

Abdbbora
Banana
Batata

Batata-doce
Canola
Cenoura
Chuchu
Maca
Manga

Maca

Banana

Abbbora
Banana
Batata
Batata-doce

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

0,400

0,070
2,000
0,100

0,200
0,040
0,200
0,070
0,600
0,200

2,000

0,100

0,200
0,200
0,100
0,100
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Tabela 4: Continuacéo

Imidacloprido

Lufenuron

Malationa

Metomil

Permetrina
Piraclostrobina

Neonicotindide

Benzoilureia

Organofosforado

Metilcarbamato de

Oxima

Piretréide
Estrobilurina

CgoH10CINsO2

C17HsCI2FsN203

C10H1906PS2

CsH10N202S

C21H20CI203
C19H18CIN30O4

Inseticida

Inseticida

Inseticida

Inseticida

Inseticida
Fungicida

Canola
Cenoura
Chuchu
Maca
Manga

Abbbora
Banana
Batata
Cenoura
Manga

Abdbbora
Batata

Batata-doce

Canola
Cenoura
Chuchu
Maca

Maca

Batata
Manga

Uva

Abbbora
Banana

Batata
Canola
Cenoura
Chuchu

Maca

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

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

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

2,000

0,100
0,010

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



Tabela 4: Continuacdo

Manga 0,700

Teflubenzurom Benzoilureia C14HesCl2F4N20> Inseticida Abdébora 0,010
Batata 0,100

Batata-Doce 0,050

Canola 2,000

Cenoura 0,050

Chuchu 0,010

Maca 0,600

Manga 0,700

Tiacloprido Neonicotinodide C10HoCIN4S Inseticida Banana 0,050
Batata 0,100

Tiametoxam Neonicotindide CsH10CIN50O3S Inseticida Batata 0,100
Canola 0,200

Cenoura 0,040

Magca 0,200

Manga 0,050

Tiofanato— Benzimidazol C12H14N404S2 Fungicida Abodbora 0,100
metilico Banana 0,500
Batata 0,100

Canola 0,010

Cenoura 0,010

Maca 0,500

Manga 2,000

LMR: Limite Maximo de Residuo
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Tabela 5- Propriedades fisico-quimicas dos pesticidas em estudo. Fonte: ANVISA; IUPAC PPDB; PubChem [51,108,109].

Pesticida

MM (g mol+)

Temperaturade Solubilidade

ebulicéo (°C)

em H20
(mg L%)

Solubilidade
solvente
organico
(mg L)

pKa

LogKow

Abamectina

Acefato

Acetamiprido

Azoxistrobina

Bifentrina

1732,1

183,17

222,67

403,4

422,88

941

222

360

7,8x103

7,9x104

2,9x103

6,7x102

1x103

Acetona
(1,5x109)
Metanol
(2,1x10%

Acetona
(1,51x10°%)
Etanol

(1x109)

Acetato de etila
(3,5x10°)

Acetona
(2,0x10%)
Diclorometano
(2,0x10%)
Metanol
(1,5x109)

Metanol
(2,0x10%
Hexano (57)

Acetona
(7,357x10?)
Heptano
(1,445x102)
Metanol
(4,8x10%)

12,47

8,35

0,7

ND

4,30

-0,85

0,8

2,5

6,00
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Clotianidina 249,68
Difenoconazol 406,26
Dimetoato 229,26
Epoxiconazol 329,8
Flutriafol 301,3

Imidacloprido 255,66

99

3270

1,5x102

2,59x10?

7,1x103

6,1x102

Diclorometano
(1,32)

Metanol

(6,26)

Acetato de etila
(2,03)

Etanol
(3,3x10%)
Acetona
(6,1x10%
n-hexano
(3,4x10%)

Metanol
(1,59x10%)
n-hexano
(295)

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

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

Diclorometano
(6,4x10%)
Isopropanol

11,09

11

N.D

2,00

2,3

1,56

0,7

4,4

0,78

3,58

2,3

0,57




Tabela 5: Continuacdo

(2,3x10%
Tolueno
(6,9x10?)

Lufenuron

Malationa

Metomil

Permetrina

Piraclostrobina

511,7

330,4

162,21

391,29

387,82

4,6x107?

143

5,5x103

1,1x102

1,9x102

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

Metanol
(2,5x109)
Acetona
(2,5x109)

Metanol
(1,0x109)
Acetona
(2,5x10%)
n-heptano
(9,7x102%)

Metanol
(2,58x103)
Hexano
(1,0x109)

Metanol
(1x109)
Acetona
(5,0x10%)
Octanol
(2,42x10%)

10,2

ND

3,03

ND

-0,23

512

2,75

0,09

6,50

3,99
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Tabela 5: Continuacéo

Teflubenzurom 381,11

Tiacloprido 252,72
Tiametoxam 2917
Tiofanato- 342.4
metilico

1,0x102

184

4,1x10?

18,5

Metanol 8,16
(1060)
Acetona
(8850)
n-heptano
(10)

Acetato de etila -
(9,4x102)
Acetona
(6,4x103)

Acetona 0,40
(1,5x109)

Metanol

(13)

Acetato de etila

(7,0)

Diclorometano

(110)

Acetona 7,38
(3,0x10%)

41

4,64

1,26

-0,13

1,4

MM-= Massa Molar; pKa= constante de acidez; Kow= constante de particdo octanol-agua; ND= ndo se dissocia; NE=ndo encontrado.
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A analise das propriedades dos pesticidas € um parametro importante pois auxilia na
compreensdao do comportamento desses compostos nos procedimentos de extracao.
Dentre as propriedades, tem-se o coeficiente de particdo octanol-agua (Kow) que relaciona
a afinidade da molécula com a fase polar (Agua) e fase apolar (octanol), permitindo
caracterizar o composto como hidrofébico (caso apresente valores elevados e ndao tenham

afinidade com agua) ou hidrofilico (com baixos valores de Kow € solUveis em agua) [110].

A partir do coeficiente de particdo octanol-agua é possivel agrupar os compostos em
nao polares que apresentam log Kow > 4 € 0s compostos polares que apresentam o log Kow
< 1,5, enquanto os compostos de polaridade intermediaria apresentam log Kow entre 1,5 e
4 [111].

Considerando tais propriedades observa-se que a maioria dos pesticidas em estudo
séo hidrofilicos e polares como € o caso do acefato, acetamiprido, clotianidina, dimetoato,
imidacloprido, metomil, tiacloprido, tiametoxam e tiofanato metilico. Enquanto os compostos
hidrofobicos e menos polares abrangem a abamectina, bifentrina, difenoconazol,
lufenurom, permetrina e teflubenzurom [111, 112]. Além disso, ressalta-se os pesticidas que
apresentam polaridade intermediaria como € o caso da azoxistrobina, epoxiconazol,

flutriafol, malationa e piraclostrobina.

O pKa esta relacionado ao carater 4cido do analito e quanto menor o pKa mais forte
sera o0 4cido 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 quéo forte é o acido, com
excecdo da abamectina, acefato, clotianidina, lufenurom, teflubenzurom e tiofanato-

metilico.

A solubilidade do analito em agua busca estabelecer a sua forma de se dissolver em
decorréncia da presenca de agua. Além de relacionar com a polaridade do composto de
modo que quanto mais soltvel for em agua, maior sera sua polaridade e quanto menos

soluvel for indica seu carater apolar [111].
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Figura 3- Estruturas moleculares, nomes comerciais e cientificos dos pesticidas em estudo. Fonte: ANVISA; IUPAC PPDB [51,109].
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Para o desenvolvimento do método deste trabalho por p-MSPD e HPLC
DAD/UV-Vis, inicialmente foram otimizadas as condi¢des instrumentais para analise
simultanea dos pesticidas selecionados, seguido dos experimentos de preparo de

amostra para extracao dos pesticidas nos alimentos para bebés a base de frutas.
5.2. Otimizac&o das condi¢Oes instrumentais de analise

Na otimizagao do método instrumental de andlise, inicialmente foram avaliados
0os solventes agua (A) e acetonitrila (B), além de agua (A) e metanol (B) para
composicdo da fase movel. As condicbes avaliadas mostraram que ao utilizar o
metanol, os sinais dos analitos apresentaram areas mais elevadas em relacdo a
utilizacéo da acetonitrila. Colunas cromatogréaficas com diferentes fases estacionarias
como a Shim-pack UC-X RP CN (150 mm x 2,1 mm, 3 pm), Shim-pack UC-X RP C18
(150 mm x 2.1 mm, 3 ym), Shim-pack UC-X RP fenil (250 mm x 4,6 mm, 3 ym) e Shim-
Pack UC-X RP C18 (250 x 4,6 mm, 5 um) foram avaliadas ao utilizar um gradiente

exploratério de 5 — 100 % de B em 60 minutos para separacao dos analitos.

Ao utilizar a coluna com a fase estacionaria ciano, a maior parte dos analitos
nao foram eluidos da coluna cromatogréfica, o que pode estar relacionado a interacao
dos analitos com a fase estacionaria. As melhores condi¢cdes de analise foram ao
utilizar a coluna com fase estacionaria fenil e C18, conforme a Figura 4 (A e B) e Figura
5 (A e B) apresentam o perfil de separacgéao.
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Figura 4: Cromatogramas obtidos ao utilizar a coluna cromatografica Shim-pack UC-
X RP fenil (250 mm x 4,6 mm, 3 ym). Para as condi¢des instrumentais de analise,

utilizou-se gradiente exploratério 5 — 100 % B com tempo de anélise em 60 minutos.
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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-metilico.
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Figura 5: Cromatogramas obtidos ao utilizar a coluna cromatografica Shim-Pack UC-
X RP C18 (250 x 4,6 mm, 5 um). Para as condicdes instrumentais de analise, utilizou-

se gradiente exploratério 5 — 100 % B com tempo de andlise em 60 minutos.
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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-metilico.
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No entanto, foi possivel observar que as melhores condicbes de andlise para
separacao dos analitos foi ao utilizar a coluna cromatografica com fase estacionaria
C18, mas com necessidade em otimizar o gradiente para melhor separacdo dos
analitos que coeluiram ou eluiram em tempo de retengdo bem proximo. A coluna
avaliada para desenvolvimento das condi¢des de trabalho foi a Shim-Pack UC-X RP
com fase estacionaria C18, caracterizada por apresentar um grupo funcional polar
entre a silica e o grupo C18, permitindo ser utilizada para analise de amostras que
contém compostos com abrangente intervalo de polaridade [91,113].

Solucbes 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-metilico) foram preparadas na
concentracdo de 1000 pg mL* e uma solucédo conjunta com concentragdo de 10 g
mL-! foi analisada no HPLC DAD/UV-Vis.

Inicialmente foi realizada uma analise exploratéria a partir da eluicdo em modo
gradiente variando o percentual de solvente organico (5 a 100%) na composicéo da
fase movel constituida pela mistura metanol: agua. O metanol foi escolhido devido
apresentar maior forca de eluicdo e menor custo em relacédo a acetonitrila, além dos
analitos serem sollveis nesse solvente, sendo adequado para utlizar na
cromatografia em fase reversa, em que a fase estacionaria € menos polar que a fase
movel [114-116].

Para a vazdo da fase mével foi utilizada a condicdo de 1 mL min-, devido ao
tamanho da coluna cromatogréfica e, dessa forma, garantir eluicdo dos analitos da
coluna, permitindo a separagédo. Uma coluna menor como a Shim-Pack UC-X RP C18
3 um (150 x 2,1 mm) foi avaliada, mas o limite maximo de pressdo do sistema foi
alcancado (350 kgf cm), de modo que o equipamento ficava instavel e desligava.
Logo, foi necessario substituir essa por uma coluna Shim-Pack UC-X RP C18 5 um

(250 x 4,6 mm) com maior diametro e tamanho de particula.

A partir da analise exploratéria foi possivel avaliar o tempo de retengéo, assim
como o comprimento de onda maximo para cada analito [Amax. (nm)], conforme é

apresentado na Tabela 6.
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Em seguida, buscou-se otimizar as condi¢cdes instrumentais de modo a
aumentar a proporcéo de solvente organico (Verificar as condi¢des instrumentais na
secdo 4.10) e assim, diminuir o tempo de retencdo dos analitos. Nessa etapa, foi
calculada a proporgcéo de metanol necessario para eluir o primeiro e ultimo analito e,
posteriormente, avaliada a taxa de variacdo do gradiente que seria adequada para

separacao dos analitos em estudo.

Para otimizacdo do gradiente observou-se 0 analito que apresentou o menor
tempo de retencéo, ou seja, que eluiu primeiro da coluna cromatografica (tiametoxam),
logo foi calculado o percentual de solvente organico necessario, obtendo o resultado
de 42,39 % de metanol para eluicdo desse analito, o que permitiu iniciar o gradiente

com uma porcentagem em 35 % de metanol.

Em seguida, verificou-se que o Ultimo analito necessitava de 95,07 % de
solvente organico para eluicdo e, optou-se por finalizar o gradiente em 100 %
garantindo o tempo necessario para retorno das condi¢ées iniciais e concluindo a
corrida cromatogréafica em um tempo de 52 minutos, em que tal condi¢cdo permitia a
separacao dos analitos nessa faixa de andlise. As condi¢des instrumentais de analise

e o gradiente estabelecido constam na secéo 4.10.
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Tabela 6: Tempos de retencdo e comprimentos de onda de absorcdo maxima dos

padrdes de pesticidas avaliados.

Pesticida Tempo de Tempo de Amax. (nm)

retencdo (min) retencao (apos

otimizacgao)
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 - metilico 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
0s espectros de absorcdo molecular mostram o Amax. (nm) selecionado com base na
absorcdo de intensidade méaxima de sinal para cada analito, enquanto a Figura 7
apresenta o perfil de separacéo dos analitos antes e apds a etapa de ajuste do método

nas condic¢des do topico 4.10.
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Figura 6: Cromatogramas obtidos no HPLC DAD/UV-Vis e espectros de absor¢do méaxima para cada analito em estudo.
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Figura 7: Cromatogramas apresentando o perfil de separac¢do dos analitos na anélise
exploratoria (7a, 7b) e apds otimizacao das condi¢des instrumentais (7c, 7d). Para as
condi¢Bes instrumentais de analise, utilizou-se gradiente exploratorio 5 — 100 % B com
tempo de analise 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-metilico.
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Malationa; 14- Metomil; 15- Permetrina; 16- Piraclostrobina; 17- Teflubenzurom; 18- Tiacloprido; 19-
Tiametoxam; 20- Tiofanato-metilico.
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Logo, os cromatogramas apresentados na Figura 7 (7a, 7b) e (7c, 7d) estao
separados devido impossibilidade de realizar a comparacao de todos os analitos em
um anico cromatograma, por limitacdo do software, mas buscam mostrar que apos
ajuste no gradiente (7c, 7d), aumentando a porcentagem de solvente organico foi
possivel reduzir o tempo de retencéo dos analitos e, ainda foi possivel obter bom perfil
de separacdo para maioria dos analitos em estudo. Mesmo apds otimizacdo do
método instrumental de andlise, o acetamiprido, clotianidina, dimetoato, metomil e
tiacloprido foram eluidos em tempo de retencédo proximos, 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) 35%B (0,01 min) 35%B (0,01 min)
100%B (40,0 min) 100%B (30,0 min) 70%B (40,0 min)
100%B (12,0 min) 100%B (12,0 min) 100%B (2,0 min)
35%B (2,0 min) 35%B (2,0 min) 100%B (4,0 min)
35%B (16,0 min) 35%B (12,0 min) 35%B (8,0 min)

Ao avaliar as trés propostas de gradiente apresentadas na Tabela 7, os
resultados nao foram satisfatorios e optou-se por continuar com a condi¢cao de 35 —
100 % de solvente organico com analise em 52 min. Com base nos espectros de
absorcao, foram selecionados os comprimentos de onda para cada analito.

5.3. Desenvolvimento do método por u-MSPD

A proposta de desenvolvimento do método de extragdo com a p-MSPD
utilizando de ponteiras de micropipeta buscou minimizar o custo, utilizar menores
guantidades de reagentes e reduzir as etapas do processo de extragdo, jaA que ao
substituir os cartuchos que sdo comumente utilizados na MSPD por ponteiras, permitiu
reduzir volumes e eliminou a necessidade de utilizar um sistema a vacuo para acelerar
0 processo de eluicdo 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 extracdo por permitir formacdo de coluna com menor quantidade

de material.

A proposta da p-MSPD envolve alguns parametros que sdo cruciais para
melhor extragdo dos analitos. Dentre esses parametros, a escolha do tipo, quantidade
e proporcdes de adsorvente e amostra para obtencdo de um pé homogéneo devem
ser avaliados, assim como solvente de eluicdo para as melhores condi¢cdes de
extracdo. Na escolha do adsorvente e solvente de eluicdo adequados € levado em
consideracdo as propriedades dos analitos, natureza da matriz, assim como
interferentes que devem ser eliminados. No caso de alimentos para bebés a base de
frutas, a 4gua é o principal componente e sua presenca pode interferir na recuperacéo
dos analitos, enquanto os alimentos para bebés a base de carne, a gordura presente

€ um dos potenciais interferentes que também pode interferir nos resultados do
método de extracao [28,29,117].

Foram realizados os testes para verificar a quantidade de material necessario
para obtencdo de um pé homogéneo e que seria suficiente para formar uma coluna
com o homogeneizado em uma ponteira com capacidade de 1000 pL. A condicéo da
ponteira de micropipeta utilizada neste trabalho € uma adaptacao dos estudos de Sun
et al. (2022) [118], conforme Figura 8, em que a parte superior da ponteira de
micropipeta de 100 uL € cortada, juntamente com a ponta da micropipeta de 1000 pL,
de modo que as duas figuem conectadas entre si e, posteriormente, o material
adsorvente com a amostra ficardo embalados na ponteira de 100 pyL para posterior
passagem do solvente e extracdo dos analitos. Contudo, neste trabalho o método
proposto procurou avaliar a ndo adaptacéao das ponteiras, a fim de reduzir o tempo de
montagem do experimento. Inicialmente, foram avaliados diferentes adsorventes,
solvente de eluicdo e volume, conforme procedimento de extracdo apresentado no
Topico 2.4. Os parametros da condicéo final da otimizacao estado descritos no Topico
4.8.
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Figura 8: Esquema ilustrativo de suporte para p-MSPD
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Fonte: Adaptado de Sun et al. (2022) [118].

5.3.1. Selecado do adsorvente

A selecdo do adsorvente € um parametro essencial de otimizagao ao trabalhar
com a MSPD. A retencédo dos analitos pelo material adsorvente é resultante de forcas
atrativas envolvidas como ligacdes de hidrogénio, interacdes dipolo-dipolo e forcas

Van der Waals entre as ligac6es dos analitos com material adsorvente [77].

Para escolha do adsorvente mais adequado para tais analitos, foram avaliados
0s percentuais de recuperacdo, verificando que material adsorvente apresentava
melhor capacidade de interacdo com os analitos, no qual juntamente com o solvente
de eluicdo adequado permitiria que os analitos fossem extraidos, apresentando
resultados de recuperacao na faixa entre 70 — 120 % com desvio padrao < 20 % [119].
Esses resultados foram obtidos a partir da quantificacdo das areas integradas dos

picos cromatograficos dos extratos fortificados e dos picos da solugdo comparacao
através do calculo com base na equacéao (1).

Area do extrato
(D Recuperacio (%) =

- — — x 100
Area da solugdo comparacdo
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Ressalta-se que a area do sinal no extrato é obtida através do resultado
referente a fortificagdo da amostra antes do processo de extracdo, enquanto a area
da solucéo comparacgédo corresponde ao extrato que foi fortificado apds o processo de

extracao.

Os testes de recuperacao foram realizados com o0s adsorventes comerciais
alumina neutra, florisil, silica gel, amina primaria-secundaria (PSA), C18 e TEOS.
Ressalta-se que os adsorventes ndo foram submetidos a nenhum tratamento antes
do uso e os testes foram realizados avaliando para cada adsorvente os solventes de
eluicdo metanol e acetonitrila, devido a polaridade, forca eluente e compatibilidade
com a fase mdvel, além da mistura dos solventes metanol:diclorometano (MeOH/DCM
50:50, v/v) por ter um solvente de polaridade intermediaria. Para os testes de
otimizacao, foram utilizadas ponteiras de micropipeta contendo a mistura de 40 mg de
alimentos para bebés a base de frutas e 40 mg de adsorvente utilizando um nivel de
fortificacdo de 1 ug mL* com o volume de 1000 pL de solvente extrator. As Figuras 9
apresentam os graficos indicando os percentuais de recuperacao obtidos nos estudos
com os diferentes adsorventes e solventes de elui¢cdo, enquanto a Tabela 8 apresenta

os valores dos percentuais de recuperacéo para cada condicdo avaliada.
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Figura 9- Percentuais de recuperacao dos adsorventes para os diferentes solventes

de eluicdo avaliados. Para as condi¢des instrumentais de andlise, utilizou-se gradiente
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Tabela 8: Percentuais de recuperacao para cada analito nas condi¢des avaliada (%).

ANALITO TEOS ALUMINA NEUTRA Cc18

Clotianidina 51,34 36,115 12,5¢6  29,4+5 12,216 49,613 52,3+3 21,615 15,116
Metomil 60,615 57,64 17,16 38,515 1,746 55,1+4 52,6+3 35,914 21,445
Tiametoxam 30,8+2 25,315 12,9t6 55,914 8,416 50,5+4 51,52 18,416 32,612
Acetamiprido 51,317 55,85 11,1¢5 56,334 12,845 49,3t6 52,313 24,94 16,145
Imidacloprido 47,53 45,813 10,945 55,614 8,417 49,416 39,4+4 20,615 31,944
Tiacloprido 53,012 50,312 13,1¥4 57,3+3  14,9#4 50,2+4 55,314 25,142 15,716
Flutriafol 51,712 41,616 0 52,04 22,445 43,314 25,5+2 33,7+4 53,944
Tiofanato-metilico 9,016 6,416 2,2¥6 21,245 1,9+6 21,845 5,246 10,55 2,515
Azoxistrobina 0 0 11,245 0 0 53,74 0 0 0

Malationa 38,54 34,54 9,3t7 93,742 2,416 39,44 0 15,416 32,42
Acefato 97,412 31,312 91,5+2  75,3+2 67,315 123,2+2 62,843 108,5%3 84,612
Epoxiconazol 41,8+6 42,4+6 52,3+4 54,14 19,216 38,914 49,344 12,416 47,445
Piraclostrobina 45,416 43,816 10,2t6 56,34 13,916 55,63 26,315 16,315 31,314
Dimetoato 83,242 81,3+2 87,12 120,63 74,62 96,212 61,115 74,5%2 46,114
Difenoconazol 44,914 27,64 13,4+5 56,2+7 17,816 54,4+7 39,614 13,716 40,74
Abamectina 39,04 20,945 19,5¢6 54,117 6,316 59,946 50,7+4 12,116 36,045
Lufenuron 47,714 46,014 2,5t6 55,916 9,717 43,214 24,75 14,315 32,243
Teflubenzuron 70,412 41,314 31,2+4 55,616 14,016 52,2+4 43,214 17,445 19,16
Bifentrina 55,64 42,616 149+6 56,116 7,816 52,03 28,515 13,316 13,514
Permetrina 56,243 43,314 12,9+6 56,515 8,57 51,0+3 28,5+4 13,716 35,046

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




Tabela 8: Continuacdo

ANALITO .
FLORISIL PSA SILICA

Clotianidina 28,4+5 15,415 9,917 18,419 34,616 26,16 48,67 65,615 62,617
metomil 34,5+3 28,113 15,315 29,57 41,849 30,945 50,45 65,244 64,515
tiametoxam 30,54 14,244 10,9+4 16,4413  22,7+4 24,78 41,09 64,6+4 59,38
Acetamiprido 29,24 24,514 9,416 19,3+5 34,445 25,746  48,9+5 60,518 62,819
Imidacloprido 26,614 19,315 9,25 15,616 28,217 22,613  42,7+8 91,245 60,05
Tiacloprido 29,145 24,2412 10,243 20,745 37,616 25,842 50,5#5 64,118 63,216
Flutriafol 37,616 0 0 0 26,84 48,3t7 54,618 65,816 59,718
Tiofanato-metilico 6,4t3 6,7t16 2,517 5,44 7,513 10,910 3,5¢4 8,7+13 12,416
Azoxistrobina 0 0 10,746 0 0 19,516 0 64,8+6 0
Malationa 24,4+4 19,3+13 8,716 11,65 25,416 55,4+4 51,4t6 57,318 60,1+3
Acefato 101,7+2 35,947 144,244 59,1#6 17,049 37,746 68,613 44,915 122,942
Epoxiconazol 19,148 16,418 11,149 12,616 28,215 17,315 42,418 62,516 60,816
Piraclostrobina 24,5+2 16,8+11 9,416 16,7t4 29,817 25,743  47,6%5 65,77 66,616
Dimetoato 75,4+7 77,811 43,013 58,513 65,116 114,5+5 74,43 94,54 95,312
Difenoconazol 43,712 17,547 9,3+2 16,5+t4  28,9+4 26,316 53,4t6 60,416 58,818
Abamectina 18,6+7 10,57 6,916 13,516 12,06 25,617 34,87 46,818 52,15
Lufenuron 25,16 14,116 2,015 15,3+11 34,04 15,9+5 47,846 68,54 32,16
Teflubenzuron 51,03 13,4+12 31,447 17,4+7 39,443 27,314  64,2t5 39,116 79,547
Bifentrina 27,32 21,145 11,116 22,5¢8 36,13 29,616  48,5t8 63,317 64,65
Permetrina 26,28 20,08 8,817 21,945 31,615 30,847 47,2t6 58,915 53,214

MEOH ACN MEOH:DCM MEOH ACN MEOH:DCM MEOH ACN MEOH:DCM
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Analisando os resultados obtidos na Figura 7 e Tabela 8, a ndo recuperacao da
azoxistrobina para a maior parte das condi¢cdes avaliadas pode estar relacionada a
presenca de grupos em sua estrutura que favorecem ligacdes de hidrogénio. E,
possivelmente, a forca de eluicéo utilizada néo foi suficiente para romper as ligagdes

e recuperar os analitos [77,119].

Ao verificar as propriedades dos materiais utilizados como adsorvente do
meétodo, o PSA é caracterizado por ser um adsorvente que remove impurezas como
acidos graxos, acguUcares e pigmentos polares presentes na matriz alimentar [120].
Florisil adsorve componentes polares em matrizes apolares, enquanto a alumina
neutra € um adsorvente adequado para adsorver compostos lipidicos [121]. Os
lipidios, proteinas, pigmentos, gorduras, carboidratos e outros componentes
presentes na matriz podem ocasionar interferéncia [122].

Além disso, o PSA, alumina neutra e silica apresentam caracteristicas polares
e ao trabalhar com compostos polares e de polaridade intermediéaria, pode resultar em
adsorcéo irreversivel em suas superficies, dificultando a remocéo dos analitos de
interesse ao utilizar solventes polares como o metanol e acetonitrila que geralmente
sdo utilizados na MSPD por apresentar compatibilidade com a técnica instrumental de
analise [91,123].

O fato de obter bons valores de recuperacdo em presenca da silica nas
condi¢cBes que foram avaliadas pode estar relacionado a sua estrutura homogénea e
distribuicdo uniforme dos sitios de adsorcao que permite melhor reten¢éo dos analitos,
assim como o fato de utilizar o metanol na etapa de eluicdo dos analitos foi eficiente

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

5.3.2. Selecado da quantidade de silica para material adsorvente

A selecdo da quantidade do material adsorvente também é um parametro
importante que deve ser avaliado, pois a propor¢cao matriz e dispersante afeta a area
superficial entre amostra e solvente de eluicdo, melhorando a eficacia da extragéo e

recuperacéo dos analitos [124,125].

Foram avaliadas as condi¢cdes de 40, 60 e 80 mg de silica como material

adsorvente, juntamente com uma quantidade fixada de 40 mg de amostra para
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obtencdo de um homogeneizado solto. Essas quantidades de adsorvente foram
adicionadas a amostra e trituradas em um almofariz por 3 min até a obtencédo de um
po solto e homogéneo que foi transferido para uma ponteira de micropipeta, seguido
de eluicdo dos analitos com o solvente organico, conforme esquema apresentado
anteriormente na Figura 2. A Figura 10 apresenta os percentuais de recuperacao para
as condicOes avaliadas, nos quais os testes seguiram com os analitos que melhor
apresentaram perfil de separacdo durante a etapa de otimizacdo das condicdes
instrumentais de andlise.

Figura 10: Percentuais de recuperacao ao utilizar diferentes quantidades de silica.
Para as condic@es instrumentais de analise, utilizou-se gradiente exploratério 35 — 100

% B com tempo de analise em 52 minutos.
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Ao analisar a Figura 10, pode-se constatar que ao utilizar a condicéo de 40 mg
de silica, 7 analitos apresentaram percentuais de recuperacdo acima de 70%,
enquanto ao utilizar 60 mg de silica, favoreceu a recuperacdo de 11 analitos, mas ao
utilizar 80 mg de dispersante foi observado uma redugédo no quantitativo de analitos,
recuperando apenas 7 dos 14 analitos em estudo. Ou seja, utilizar o dobro da
gquantidade de adsorvente proposta inicialmente reduziu o0s percentuais de

recuperacdo para a maioria dos analitos, com excecdo do teflubenzuron que
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recuperou melhor na condicdo acima, mas ndo favoreceu aumento de percentual para
os demais analitos.

A reducao nos percentuais de recuperacdes pode estar relacionada ao fato do
aumento de material sélido 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 extracao era necessario exercer maior pressao
na micropipeta para passagem do solvente durante o processo de dessor¢gdo dos
analitos e, assim, tanto dificultava quanto aumentava o tempo de extragdo, o que
também néo favoreceria a avaliacdo de um maior volume de eluente.

Portanto, a quantidade de adsorvente que proporcionou melhores percentuais
de recuperacao foi ao utilizar a condicdo de 60 mg de adsorvente, na qual favoreceu
uma condicédo de extracdo adequada para maior parte dos analitos. Esse fato pode
estar relacionado a elevacdo da altura do enchimento da ponteira, permitindo
melhorias na interacdo entre o solvente e a matriz, o que foi adequado por
proporcionar bons percentuais de recuperagdo sem limitar o procedimento de
extracdo [125].

Com este parametro definido foi avaliado variacées no volume da acetonitrila

para eluicdo dos analitos.

5.3.3. Avaliacéo do volume do solvente de eluicdo

O conhecimento sobre a natureza do solvente de eluicdo é necessario para
dessorver preferencialmente os analitos e ndo os interferentes da matriz [126]. Os
solventes organicos metanol e acetonitrila foram escolhidos devido a natureza polar e
compatibilidade com a técnica instrumental. Aléem disso, acetonitrila € um solvente
ideal ao trabalhar com cromatografia liquida de fase reversa devido a sua viscosidade
e sua polaridade, além de apresentar uma miscibilidade com agua e caracteristicas o

suficiente para maior eficiéncia na extracéo 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 variacao de volume de 1000 pL para 1500 e 2000 uL para verificar se esse

aumento de eluente favoreceria os percentuais de recuperacao.

A Tabela 9 apresenta o0s percentuais de recuperacdo obtidos com o
comparativo das condi¢gdes avaliadas.
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Tabela 9: Avaliacao de diferentes volumes de acetonitrila como eluente para a

recuperacao dos analitos.

Analitos Recuperacéao(%)
1000 pL 1500 pL 2000 pL

Clotianidina 65,6 £+ 5 58,4+6 50,1 +4

Tiametoxam 6454 456 + 4 N.D.
Acetamiprido 60,5+ 8 58,77 56,1+7
Imidacloprido 91,2+5 58,0+ 3 57,7+2
Tiofanato-metilico 8,7+13 12,9+ 10 12,4+ 10
Azoxistrobina 64,8 £ 6 56,6 + 4 51,9+3
Malationa 57,3+8 529+6 50,4+6
Epoxiconazol 62,5+ 6 59,2+5 47,85
Piraclostrobina 65,77 62,4 +3 55,4 +3
Difenoconazol 60,4 + 6 55,5+2 52,85
Abamectina 46,8 +8 41,4+ 6 369+5
Lufenuron 68,5+4 59,4 +2 53,0+ 3
Teflubenzuron 39,1+6 659 +2 65,0 £ 2
Bifentrina 63,37 61,1+6 5197

N.D.= Nao detectado
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O aumento do volume do solvente de eluicdo n&o proporcionou um
aumento de recuperagdao para a maioria dos analitos. Os resultados
apresentados na Tabela 9 indicaram que a medida em que aumentou o volume
de eluente, as recuperacdes diminuiram significativamente, com excecao do
tiofanato-metilico e teflubenzuron. Além disso, maior volume de eluente
necessitou de uma etapa adicional de evaporacdo do solvente em suave
corrente de nitrogénio para posterior concentragdo em 1 pug mL*?, e a adicédo

desta nova etapa resulta em maior tempo de extracao.

Entretanto, ao avaliar o branco dos extratos nas condi¢cdes acima
mencionada (Figura 11), foi observado que a medida em que aumentou o volume
do eluente, surgiram picos adicionais no cromatograma nas regiées proximas ao
tempo de retencéo dos analitos. Ou seja, maior volume de ACN para eluicdo dos
analitos pode também ter favorecido a eluicdo de interferentes da matriz, assim
como contribuiu para o efeito matriz e isso pode ocasionar uma reducdo nos

valores de recuperacéo dos analitos.

Figura 11: Cromatogramas dos extratos brancos em 220 nm (isento da
contaminacgao por pesticidas) para as condicbes de 1000, 1500 e 2000 pL de
acetonitrila como solvente de eluicdo. Para as condicGes instrumentais de
analise, utilizou-se gradiente exploratério 35 — 100 % B com tempo de analise

em 52 minutos.

0.0 o 5.0 Y ‘1OAO‘ C ‘15.0‘ C ‘20.0‘ C ‘25.0‘ C ‘360‘ C ‘35‘AO‘ C ‘4(‘).0‘ C ‘45‘.0‘ s ‘Sd.Or‘nin‘
1- 1000 uL de ACN (cromatograma em preto); 2- 1500 pL de ACN (cromatograma em vermelho)
e 3- 2000 pL de ACN (cromatograma em azul)
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Portanto, ao fazer o compativo dos resultados obtidos ao aumentar o
volume de eluente ndo foram satisfatorios para os analitos em estudo, indicando
gue um menor volume de eluente resultou em melhores condicbes para o
método de extracdo. Assim, a condicdo mais adequada para 0s volumes
avaliados foi permanecer com 1000 pL de ACN e seguir a otimizacdo do método
analitico avaliando a eficiéncia com a utilizacdo de outros solventes organicos,

conforme é apresentado no tépico seguinte.

5.3.4. Avaliagéo de diferentes solventes de eluigao

Seguindo a analise do solvente de eluicdo, foi avaliada uma mistura de
solventes com uma polaridade intermedidria ao utilizar mistura com o
diclorometano (DCM) devido apresentar média polaridade. O DCM apresenta
uma forca de elui¢édo de 0,32 e o metanol que é um solvente polar tem uma forca
eluente com valor eluotrépico equivalente a 0,73, em relagdo a silica. Logo, a
mistura desses solventes tem uma forca eluente intermediaria capaz de
favorecer a eluicdo desses analitos, proporcionando maiores valores de
recuperacdo [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
0s adsorventes e condi¢des avaliadas ao utilizar MeOH, ACN e MeOH:DCM
(50:50, v/v), os analitos em estudo apresentaram percentuais de recuperacao
em torno de 70%. As melhores condi¢Bes foram ao utilizar a silica e alumina
neutra como material adsorvente, devido apresentarem maiores percentuais de
recuperacdo, mas ao utilizar a alumina neutra durante a etapa de maceracao,
nao houve formacdo de um pé homogéneo, fato que seria necessario aumentar
a gquantidade desse material adsorvente. No entanto, este comportamento nao
foi observado ao utilizar a silica gel, o que pode estar relacionado a presenca de
area em torno de 229 m? g e tamanho de particula entre 70-230 mesh [128].

Considerando a avaliagdo do logkow, @ maioria dos analitos em estudo
apresentam de baixa a média polaridade. Logo, buscou-se avaliar misturas de

solventes de modo a apresentar forga eluotopica suficiente para romper a
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interagdo dos analitos com a superficie do adsorvente e, dessa maneira,

melhorar os percentuais de recuperacéo para 0S cCompostos.

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 o0s
alimentos para bebés que apresentam muitos ingredientes crus das frutas,

verduras e legumes que sao utilizados em sua composicao [129].

Para constituir a mistura de solventes foram escolhidos o diclorometano
(DCM) e acetato de etila (EtOAc), devido apresentarem uma polaridade
intermediéria, além do metanol (MeOH) e acetonitrila (ACN) por ser um solvente
polar, permitindo assim os solventes avaliados apresentarem diferentes forcas
de eluicdo. Portanto, a forca eluente intermediaria através da mistura desses

solventes poderia favorecer a eluicdo 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 proporc¢des,
cujos valores de forca eluotrépica para cada condicdo estdo apresentados na
Tabela 10.

Tabela 10: Forca eluotrépica da mistura dos solventes em diferentes propor¢cdes
[116].

SOLVENTE FORCA ELUOTROPICA (g°)
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




Tabela 10: Continuacéo 78

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 parametros, a Figura 12 apresenta os percentuais de

recuperacédo para cada condicédo avaliada:

Figura 12: Percentuais de recuperacao para as condi¢cdes de 40 mg de amostra,
60 mg de silica com nivel de fortificagcdo de 1 ug mL* e eluicdo com 1000 pL
para cada mistura de solventes. Para as condi¢des instrumentais de analise,
utilizou-se gradiente exploratdrio 35 — 100 % B com tempo de analise em 52

minutos.

a) Eluicdo com diferentes propor¢des de MeOH:DCM
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b) Eluicdo com diferentes propor¢des de MeOH:ACN
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Os resultados apresentados nas Figuras 12 (a, b e ¢) mostraram que dos
testes avaliados, as melhores condicdes para os solventes de eluicdo 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 recuperagoes
acima de 70%. Com excecdo do tiofanato-metilico, os demais analitos

recuperaram acima de 40%.

Os valores de recuperacéo acima de 60% para boa parte dos analitos em
presenca da mistura de MeOH com acetato de etila (50:50, v/v) € justificado pelo
fato desse solvente apresentar uma polaridade suficiente para extrair pesticidas
mais polares [45], o que estd de acordo com a maior parte dos analitos que

apresentam de média a alta polaridade.

A nao recuperacao para o dimetoato na condicdo da mistura de MeOH:
EtOAc pode ser justificada com base na presenca do grupo amino na sua
estrutura (Figura 3) que, consequentemente, acaba dificultando a extracdo em
acetato de etila que é um solvente relativamente apolar [130]. Em relacdo ao
difenoconazol, estudos de Fulton et al, 2018 também n&o recuperaram
satisfatoriamente esse analito em presenca do acetato de etila como eluente.
Essa baixa recuperacao, possivelmente, esta associada a interacao do analito

com a silica na condigdo avaliada [131].

A nao recuperacdo da malationa pode estar relacionada a presenca do
grupo fosfato dissubstituido que pode ter ligado a superficie da silica, além da
polaridade do analito juntamente com a polaridade do adsorvente resultar em
uma interacdo quimica forte com uma adsorcéo irreversivel e a utilizacdo dos
solventes organicos MeOH:EtOAc como eluente nao foi forte o suficiente para

recuperar esse analito.

Apos avaliagéo das misturas para os diferentes solventes e aumento do
volume de acetonitrila como eluente, verificou-se que a condicdo mais adequada
para o método u-MSPD foi ao utilizar a silica como adsorvente e 0 MeOH:EtOAc
(50:50, v/v) como solvente de eluicdo, nos quais proporcionaram maiores

percentuais de recuperacdo para os analitos em estudo. Para verificar a
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eficiéncia da técnica p-MSPD, essa condicdo foi comparada com a MSPD

convencional proposto por Barker et al. (2007) [132].

5.4. Comparacao da ui-MSPD com o método convencional

Foram feitos comparativos das condicbes mais adequadas da u-MSPD
com a condicdo da técnica convencional desenvolvida por Barker et al. (2007)
[132], na qual foi realizada utilizando da propor¢ao 1:4 (500 mg de amostra com
200 mg de silica como material adsorvente), seguindo a mesma relacdo de
fortificacdo da amostra com 1 pg mL? da mistura das solu¢des padrdo dos
analitos em estudo com 8 mL de MeOH:EtOAc (50:50 v,v), além da mesma

condicao ao utilizar a acetonitrila para eluigao.

Como ao utilizar acetonitrila na etapa de eluicdo favoreceu bons
percentuais de recuperacdo para o0s analitos, esse solvente também foi
selecionado para avaliacdo no meétodo convencional. Logo, a Figura 13
representa o comparativo dos dados obtidos ao utilizar a condicdo da u-MSPD
que apresentaram resultados satisfatorios para acetonitrila (ACN) e MeOH:
EtOAc (50:50, v/v) com o método convencional.
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Figura 13: Comparagédo dos percentuais de recuperagdo da p-MSPD com a
MSPD convencional. Para as condi¢des instrumentais de andlise, utilizou-se

gradiente exploratério 35 — 100 % B com tempo de analise em 52 minutos.
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Os resultados apresentados na Figura 13 mostram que com excec¢ao de
alguns analitos, a MSPD convencional nas duas condicbes avaliadas
apresentam resultados de recuperacdo superior a proposta miniaturizada,
indicando que o aumento de amostra/adsorvente assim como aumento do
volume de eluente favoreceram o processo de adsorcédo/dessorcédo, com
excecdo do acefato que néo foi detectado ao utilizar o método convencional, mas

a proposta miniaturizada ainda é capaz de proporcionar resultados satisfatorios.

Essa variacdo de recuperacao dos analitos nas condi¢des avaliadas pode
ser justificada pelo fato que maior quantidade de amostra/adsorvente permite
maior disponibilidade de sitios ativos para favorecer interacdes entre os analitos
e materiais, de modo que acabe favorecendo as interacfes entre 0s grupos
presentes nas estruturas e o material adsorvente. Da mesma forma que a
reducdo da quantidade de amostra, adsorvente e solvente podem reduzir o
favorecimento de diferentes interacdes existentes e necessitar de técnicas mais

sensiveis para a detecgao [69].

Contudo, mesmo utilizando uma proposta miniaturizada com menor
quantidade de adsorvente e solvente de eluicdo, foi possivel otimizar uma

condicdo adequada para os analitos em estudo. A Figura 14 apresenta um
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fluxograma com as condigBes mais adequadas para otimizacdo do método de
extracdo U-MSPD com ponteiras de micropipeta.

Figura 14: Fluxograma com a condi¢cdo mais adequada para o procedimento de

extracdo dos analitos por u-MSPD.

Quantidade
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Ap0s otimizagcdo do método de extragdo utilizando a silica como material
adsorvente, biocarvdes de diferentes biomassas foram avaliados para verificar a
eficiéncia como promissor material adsorvente no método de extracdo. Nos
paragrafos subsequentes é apresentado as caracteristicas desses materiais,

assim como os parametros de otimizacdo do método que foram avaliadas.

5.5. Avaliacédo da caracterizacao do biocarvao de diferentes biomassas

O tipo de matéria prima utilizado na composicéo de diferentes materiais
carbonaceos influencia na obtencdo de um material que apresente diferentes
estruturas fisico-quimicas, grupos funcionais e tamanhos de poros capazes de

favorecer diferentes interacdes entre o adsorvente e o analito [133].

Neste trabalho foram avaliados os biocarvdes das biomassas de aguapé,
sabugo de milho, semente de uva, mandioca e esterco bovino. O biocarvéao (bc)
do sabugo de milho é caracterizado por apresentar anions em sua estrutura que
sao capazes de favorecer a adsorcao de pesticidas cationicos, além da presenca
de grupos acidos como o acido carboxilico e presenca de carbonila e grupos
alquilas em sua estrutura [134]. Esse biocarvao também foi caracterizado por
apresentar area superficial de 99,59 m? g e volume poroso de 0,265 cm? g

favorecendo assim a adsorcao de variados analitos.
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O biocarvdo da semente de uva € caracterizado por apresentar menor
quantidade de grupos funcionais em relagdo ao anterior que pode ter sido
resultante da degradacéao térmica das sementes durante o processo de pirdlise.
Fato esse que favoreceu na perca de hidrogénio, nitrogénio e oxigénio ligados a
estrutura. Além disso, ele apresentou area superficial e volume dos poros inferior
em relacdo ao bc do sabugo de milho, ao considerar 81,1 m? g* e volume dos

poros de 0, 062 cm? g1, respectivamente [135].

Em relacdo ao biocarvao de aguapé, ele foi caracterizado pela presenca
de variados grupos funcionais relacionados a compostos aromaticos, além de
apresentar area superficial entre 8,1 e 116 m? g* com porosidade em torno de
0,0043 cm? g e diametro de poro de 5,65 nm, permitindo assim eficiéncia de

adsorcao para diferentes analitos [136,137,138].

Ja o biocarvao de esterco bovino apresenta grupos funcionais alifaticos
com maior predominancia de heteroatomos como o oxigénio. Os resultados de
caracterizacdo deste material mostraram uma area superficial de 470 m? g,
volume de poros de 0,424 cm?® g, com didmetro do poro de 18,12 nm que em

conjunto favorecem maior capacidade de adsorcéo [139].

Enquanto o biocarvdo da mandioca apresenta elevada area superficial,
volume e tamanho de poros, além de variados grupos funcionais capazes de
favorecer diferentes interacdes eletrostaticas e ligacdes entre os analitos e a

superficie do material adsorvente [140].

A Tabela 11 apresenta o comparativo das propriedades fisicas de cada

um dos biocarvdes avaliados.

Tabela 11: Comparativo das propriedades fisicas dos biocarvfes avaliados

Biocarvéao Area superficial Volume de
poros
Aguapé 8,1-116 m? g* 0,0043 cm3 g?
Esterco bovino 470 m? g! 0,424 cm3 gt
Mandioca - -

Sabugo de milho 99,59 m? gt 0,265 cm3 g1t
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Semente de uva 81,1 m2g? 0, 062 cm3 gt

Os materiais carbonaceos em estudo apresentaram caracterizacdes
favoraveis para utilizacdo como promissor material adsorvente na miniaturizacao
da MSPD. Por conseguinte, foi analisado o branco desses materiais, a fim de
verificar possiveis interferentes que pudessem competir na recuperagdo dos

analitos. Os cromatogramas dos brancos estéo registrados na Figura 15.

Figura 15: Cromatogramas dos brancos para os diferentes biocarvfes. Para as

condic¢des instrumentais de analise, utilizou-se gradiente exploratério 35 — 100

% B com tempo de analise em 52 minutos.
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Ao avaliar os cromatogramas apresentados na Figura 15, mostram que
0s brancos dos materiais carbonaceos néo apresentaram sinais significativos de

interferentes em tempo de retengdo proximos aos analitos.

Na tentativa de avaliar os resultados obtidos com base na semelhanga
entre os percentuais de recuperacdo dos analitos para cada material carbonaceo

foram realizadas uma andlise exploratéria de dados para verificar o perfil de
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agrupamento e, assim, avaliar se 0s biocarvoes de diferentes biomassas seriam

promissores materiais adsorventes para os analitos em estudo.

5.6. Analise exploratoria de dados

Durante o desenvolvimento de métodos analiticos, diferentes parametros
precisam ser ajustados para obten¢cédo das melhores condi¢cfes de andlise, o que
resulta em elevado numero de resultados e o grande desafio é o gerenciamento
e a interpretacdo do conjunto de dados com grande dimensionalidade. A
guimiometria vem sendo utilizada de forma alinhada a outros métodos analiticos
e a andlise de componentes principais (PCA) e de agrupamento hierarquico
(HCA) é um tipo de andlise estatistica amplamente utilizado para agrupamento

com base em semelhancas obtidas.

A PCA desempenha um papel importante na reducdo da
dimensionalidade dos dados complexos, tornando-os mais simples e faceis de
analisar de modo a minimizar a perda de informacéo. Tanto a PCA quanto a HCA
vem sendo utilizada nas andlises de componentes presentes na amostra, além

de apresentar ampla utilizacdo na avaliagao do efeito matriz [141-143].

Ao utilizar o biocarvdo como material adsorvente da u-MSPD, a andlise
exploratéria de dados foi empregada para mensurar os dados obtidos para cada
biocarvao de diferentes biomassas, de modo a verificar o agrupamento dos
analitos em relacdo ao material carbonaceo. A PCA foi avaliada a partir dos
percentuais de recuperacado obtido para cada material carbonaceo e também ao
utilizar a mistura do biorcarvdo do sabugo de milho com esterco bovino que
foram selecionados por apresentarem melhores percentuais de recuperacéao. O
escores da PCA permitiu observar que tanto para o biocarvdo do sabugo de
milho, quanto semente de uva e aguapé apresentaram maior agrupamento dos
analitos, fato esse que pode estar relacionado aos referidos materiais
carbonaceos apresentarem mais grupos funcionais em detrimento aos demais
materiais e, por conseguinte, favoreceu melhores percentuais de recuperacao

para os analitos.

A PCA apresentada na Figura 16 permitiu constatar separacdo em dois
grupos distintos PC1 (40,64%) e PC2 (25,15%), o que resulta em uma variancia
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acumulada de 65,79%, com PC1 (positivo) e PC2 (negativo) em que o melhor
agrupamento ocorreu para 0S grupos quimicos dos neonicotindides,
organofosfato, benzimidazol, piretréide e estrobilurina, como o imidacloprido,
tiacloprido, tiofanato-metilico, azoxistrobina, malationa, piraclostrobina e
bifentrina. Ressalta-se que os pesticidas pertencentes ao grupo dos triazéis nao
apresentaram correlagdo de semelhanca que fosse capaz de permitir o

agrupamento.

Figura 16: Escores da PCA com o agrupamento dos analitos
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Ao analisar a Figura 16 é possivel constatar maior agrupamento ao longo
da PC1 que influenciou positivamente na discriminacdo dos analitos com os

materiais carbonaceos.

A Figura 17 apresenta a confirmacao dos agrupamentos que foi realizada
através da analise do dendograma obtido da HCA gque mostra a similaridade dos

analitos em relacdo ao material carbonéaceo.
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FIGURA 17: Dendograma da analise por agrupamento hierarquico
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Observando a Figura 17 é possivel constatar a prevaléncia de
agrupamento por similaridade ao lado direito do dendograma que corresponde
aos analitos pertencentes aos grupos quimicos dos neonicotindides,
benzimidazol, estrobilurina, organofosfato e piretrdides, o qual confirma a maior

similaridade dos analitos com os materiais carbonaceos avaliados.

Apos avaliacdo da PCA e HCA e constatar o agrupamento por
similaridade para o estudo dos analitos ao utilizar os materiais carbonaceos
como adsorvente do método de extracdo e como forma de garantir a
continuidade dos estudos, testes foram realizados com a proposta de otimizacao
do método de extracdo para obtencédo das condi¢cdes capazes de proporcionar

percentuais de recuperacgao entre 70 — 120%.
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5.7. Percentuais de recuperacédo do analitos em presenca de diferentes

materiais carbonaceos

Para os diferentes materiais carbonaceos foram avaliados os percentuais
de recuperacéao ao utilizar a condicdo de 40 mg de amostra, 60 mg de biocarvao
e 1 mL de metanol para eluicdo. A Tabela 12 apresenta os resultados que foram
obtidos nas condi¢bes avaliadas.



Tabela 12: Percentuais de recuperacao para os diferentes materiais carbonaceos

Analitos BC Sabugo BC Aguapé BC BC Esterco BC BC Esterco bovino + Sabugo
de milho Mandioca bovino Semente de milho
de uva
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+6 405+ 4 28,2+8 82,2+3
Azoxistrobina 56,2+ 3 73,2+8 545+ 2 59,3+3 67,41 56,3+ 3
Bifentrina 545+9 57,4+2 72,3+2 824+1 90,32 56,2+ 2
Clotianidina 90,6 + 4 405+1 152+7 121,2+1 37,25 104,1+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+ 6 101,121+ 2 63,4+6 16,2+5 59,3+4 442 +1
Imidacloprido 62,5+ 9 36,4+ 3 443+ 9 98,4+6 76,2+ 6 31,2+4
Lufenuron 332+6 69,3+ 3 39,6 +2 64,37 53,4+8 0
Malationa 88,4+9 43,2+ 6 71,3+ 3 752+2 932+2 32,3+4
Piraclostrobina 705+6 55,4+ 3 58,2+ 2 63,3+5 86,4 +3 52,3+4
Teflubenzuron 39,1+9 946+1 55,8+3 81,2+8 69,3+5 38,4+4
Tiacloprido 995+3 66,2 +2 37,39 55,3+7 982+1 21,2+3
Tiametoxam 112,1+6 243+7 102,3+1 53,1+3 65,5+ 6 294+ 4
Tiofanato-metilico 120,1+ 4 48,5+ 6 38,2+5 60,2+ 2 30,2+2 284 +2

90
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Os resultados apresentados na Tabela 12 mostram o0s percentuais de
recuperagdo para 0s analitos em presenca dos biocarvoes de diferentes
biomassas. E possivel observar maior quantidade de analitos com percentuais
entre 70 — 120 % para o biocarvdo do sabugo de milho, o que pode estar
relacionado a elevada area superficial e presenca de grupos funcionais em sua
estrutura que favoreceram diferentes interacdes entre os analitos e o material

adsorvente.

O biocarvdo da semente de uva também apresentou percentuais de
recuperacao satisfatorios para a maioria dos analitos. Porém, a utilizacao deste
material adsorvente liberava bio-6leo durante a etapa de eluicdo do método. Fato
esse que aumenta a pigmentacdo do extrato e, consequentemente, poderia
danificar a coluna cromatografica. Necessitando adicionar uma etapa de limpeza
ao método com o propésito de eliminar possiveis interferentes que

comprometeria no efeito matriz.

Com o objetivo de ampliar a capacidade de adsorcdo foram avaliadas
misturas do biocarvdo do sabugo de milho e esterco bovino (50:50) por terem
apresentado maior capacidade de agrupamento dos analitos tanto na PCA
guanto HCA e por apresentarem melhores percentuais de recuperacdo em
detrimento aos demais adsorventes. Eles foram escolhidos por apresentarem
dentre os materiais selecionados elevada area superficial e volume dos poros.
Mas os resultados obtidos na Tabela 12 indicam que a escolha nao foi

condizente para favorecer elevacado nos percentuais de recuperacao.

Por conseguinte, foram avaliados outros solventes para eluicdo dos
analitos. Considerando que este parametro também € essencial no
desenvolvimento de método analitico, variacdes na forca eluotrépica foram

estabelecidas a fim de buscar condi¢gbes mais favoraveis de extracéo.

5.8. Avaliagéo do solvente de eluicéo

Foram avaliados o0s solventes organicos metanol, acetonitrila e
metanol/acetato de etila (50:50, v/v) na etapa de eluicdo para cada material
carbonaceo. Os graficos apresentados nas Figuras 18(a), 18(b) e 18(c) mostram
0s percentuais obtidos em cada condigcéao avaliada.
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Figura 18(a): Percentuais de recuperagéo ao utilizar acetonitrila como solvente
de eluicdo. Para as condi¢des instrumentais de analise, utilizou-se gradiente

exploratério 35 — 100 % B com tempo de analise em 52 minutos.
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Figura 18(b): Percentuais de recuperacédo ao utilizar metanol como solvente de
eluicdo. Para as condi¢cbes instrumentais de andlise, utilizou-se gradiente

exploratério 35 — 100 % B com tempo de andlise em 52 minutos.
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Figura 18(c): Percentuais de recuperacdo ao utilizar metanol/acetato de etila
(50:50, v/v) como solvente de eluicdo. Para as condigbes instrumentais de
analise, utilizou-se gradiente exploratério 35 — 100 % B com tempo de analise

em 52 minutos.
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Ao comparar os percentuais de recuperacao dos solventes avaliados para
cada material carbonaceo foi possivel observar que ao utilizar a acetonitrila
(Figura 18a) ocorreu maior favorecimento dos percentuais de recuperacao para
os analitos pertencentes ao grupo quimico da benzoilureia. Enquanto que ao
utilizar o metanol (Figura 18b) na etapa de eluicéo favoreceu os analitos do grupo
quimico dos triazois e, em presenca da mistura do MeOH/EtOAc (Figura 18c),
0s percentuais de recuperacdo foram mais elevados para a bifentrina e
difeconazol que pertencem aos grupos dos piretrdides e triazois,

respectivamente.

Considerando as condicbes avaliadas para os diferentes materiais
carbonaceos, foi possivel observar que tanto o biocarvao do sabugo de milho
guanto o biocarvdo de esterco bovino e semente de uva apresentaram

percentuais acima de 70 % para a maioria dos analitos.

O dimetoato ndo foi extraido ao avaliar o metanol/ EtOAc na etapa de

eluicdo e isso pode estar relacionado ao fato do analito ser polar e a mistura de
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solventes ndo apresentaram forca eluente suficiente (Figura 18 c) para romper
as interacbes do analito com os materiais carbonaceos, resultando em baixos

percentuais de recuperacao.

No entanto, ao utilizar o biocarvdo da semente de uva foi possivel
observar coloragéo intensa no extrato que pode ser oriunda de residuos de bio-
0leo do material carbonaceo que ndo foi eliminado durante o processo de
obtencdo do material e acabou sendo extraido ao ser eluido com os solventes
avaliados. Consequentemente, seguir com esse material necessitaria de uma
etapa adicional de limpeza ao método de extracédo para evitar que pigmentos do

extrato viesse a danificar a coluna cromatografica.

A Figura 19 mostra a diferenca de coloracao dos extratos para o biocarvao

da semente de uva, sabugo de milho e esterco bovino.
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Figura 19: Materiais carbonaceos que apresentaram pigmentacgdes intensas
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Como o biocarvdo do sabugo de milho e esterco bovino também
apresentaram condi¢Bes favoraveis de recuperacdo dos analitos, buscou-se
avaliar a capacidade de adsorcdo ao utilizar a mistura desses materiais,
verificando se seriam capazes de fornecer melhorias na extracdo dos analitos,
aumentando assim 0s percentuais de recuperacao para os diferentes solventes
organicos.

A Figura 20 apresenta o comparativo dos percentuais de recuperacdo ao
utilizar a condi¢éo dos materiais carbonaceos em conjunto e individuais para 0s

diferentes solventes.
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Figura 20: Avaliagcdo da mistura do biocarvéao do sabugo de milho com esterco
bovino (50:50, m/m) (a), biocarvao do sabugo de milho (b) e biocarvéo de esterco
bovino (c) com diferentes solventes de eluicdo. Para as condi¢des instrumentais
de analise, utilizou-se gradiente exploratorio 35 — 100 % B com tempo de analise

em 52 minutos.
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Ao analisar a Figura 20 (a) é possivel observar que ao utilizar a mistura
do biocarvao do sabugo de milho com esterco bovino na proporcdo 50:50 ndo
indicou melhorias nos resultados obtidos. Assim a etapa de otimizacdo do
meétodo de extracdo seguiu utilizando somente o biocarvdo do sabugo de milho
como material adsorvente e buscou-se avaliar qual solvente de eluicdo melhor
favoreceria os percentuais de recuperacdo dos analitos ao utilizar o material

carbonaceo acima supracitado.

A Tabela 13 apresenta os percentuais de recuperacao obtidos ao utilizar
o biocarvdo do sabugo de milho com os diferentes solventes utilizados

individualmente ou através de misturas durante a etapa de eluicdo dos analitos.

Tabela 13: Percentuais de recuperacao (%) dos analitos ao utilizar o biocarvéo

do sabugo de milho e diferentes solventes organicos

Analitos MeOH ACN MeOH/ACN MeOH/EtOAc MeOH/DCM
Abamectina  120,3+8 105,26 50,215 0 46,419
Acetamiprido  72,4+5 83,33 71,33 27,211 44,319
Azoxistrobina  56,2+3  95,4+2 79,213 59,349 56,216
Bifentrina 54,5+9  95,6+2 92,412 67,515 71,213
Clotianidina 90,6+4  94,3+4 28,1+10 92,2+3 36,5+11
Difenoconazol 50,3+13 7,216 102,1+2 58,27 65,319

Dimetoato 0 42,316 20,3+12 0 7,2+12




Tabela 13: Continuagéo
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Epoxiconazol 116,2+6 47,318 68,2+4 59,4+6 32,416

Lufenurom 33,56  81,2+3 0 74,33 0
Piraclostrobina 70,246  93,4+4 77,442 74,43 41,515
Malationa 88,4+9 115,243 85,2+3 62,816 59,313
Teflubenzurom 39,59 48,448 113,542 103,242 36,612
Tiametoxam  112,1+6 69,313 96,2+3 0 82,112
Tiacloprido 99,1+3  68,2+2 62,414 79,112 31,615
Tiofanato- 120,2+4 35,448 37,419 43,249 26,217

metilico

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 recuperacdo de 8 analitos entre 70 — 120%. O
metanol/acetato de etila e metanol/diclorometano também foram avaliados, mas
os resultados nao foram condizentes de melhorias no método, pois a maioria dos

analitos nao recuperaram acima de 70%.

Os melhores percentuais de recuperacdo em presenca do metanol na
etapa de eluicdo esta relacionado ao grupo hidroxila presente no respectivo
solvente que é capaz de interagir com os grupos funcionais dos analitos como
doadores das ligacdes de hidrogénio, enquanto que estes atuaram como

aceptores dessas ligacoes [144].

Assim, a miniaturizacdo da dispersdo da matriz em fase sdlida foi
estabelecida ao utilizar a condicdo de 60 mg do biocarvdo do sabugo de milho
com 1 mL de metanol para eluicdo dos analitos, conforme € apresentado na
Figura 21.
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Figura 21: Fluxograma com a condi¢cdo mais adequada para o procedimento de
extracdo dos analitos por u-MSPD utilizando o biocarvao do sabugo de milho.

Apos concluséo desta etapa, os métodos analiticos foram validados com
base nos parametros estabelecidos pela ANVISA [119] tanto para o
procedimento de extracdo ao utilizar a silica quanto utilizando o biocarvdo do
sabugo de milho como material adsorvente da W-MSPD. Os topicos
subsequentes apresentam os resultados que foram obtidos para os parametros

avaliados.

5.9. Validacdo do Método Analitico

Ap0s otimizac@o com a condi¢cdo mais adequada do método analitico, ele
precisa ser validado com base em normativas que estabelecem parametros que
devem ser validados durante esta etapa para que eles sejam confiaveis e aptos

para posterior aplicacdo em amostras reais.

Neste trabalho os parametros como a linearidade, sensibilidade, preciséo,
exatidao, efeito matriz, limite de deteccdo e limite de quantificacdo foram
validados para garantir que o método desenvolvido esta de acordo com as
normativas estabelecidas pelo INMETRO e ANVISA [119,145].



100

5.10. Linearidade e sensibilidade

A linearidade € definida como a capacidade do método em obter
resultados diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra,

dentro de um determinado intervalo da curva analitica.

Este pardmetro foi avaliado apds afericdo da massa dos padrdes e
preparo de uma solucéo estoque de 1000 ug mL* em metanol. Em seguida, foi
preparada uma solucdo intermediaria contendo a mistura dos analitos de
interesse na concentracdo de 10 ug mL* e, posteriormente, diluida para 2,5 ug
mL! em 5 mL com posteriores diluicdbes sucessivas para o preparo das
concentracdes da curva analitica.

Para a construcdo e avaliacdo da curva analitica no solvente foram
definidas e preparadas as solucdes nas seguintes concentracdes: 0,01; 0,025;
0,05; 0,1; 0,25; 0,5; 0,75; 1,0; 1,5; 2,0 e 2,5 ug L*. Essas concentracdes foram
preparadas a partir de diluicdbes da concentracdo de 2,5 ug L' e para as
concentracdes mais baixas foram diluidas a partir da solucéo de 1,0 ug L. Foi
avaliada a linearidade através da construcdo da curva analitica, utilizando 11

pontos, a qual foi injetada em triplicata.

Com base em algumas normativas como a ANVISA (2003), € aceitavel
que o coeficiente de determinacgdo da reta (r?) seja superior a 0,99. O INMETRO
(2010) considera satisfatério r> maior que 0,9 [119,145].

A Tabela 14 apresenta os resultados relacionados a equagéo da reta, 0
coeficiente de determinacgéo e o intervalo de concentracdo para cada analito na

curva no solvente.
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Tabela 14- Equacéo da reta, coeficiente de determinacdo (r?) e intervalo de
concentracdo dos pesticidas estudados ao utilizar a silica como material
adsorvente da pu-MSPD.

- x ~ Coeficiente de Intervalo d~e

Pesticida Equacéo de regresséo determinacdo (1?) con(cuznlt_r_%gao
Abamectina y =301471x - 1220,2 0,9988 0,1-2,5
Acefato y = 28476x - 10640 0,9753 05-25
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 0,05-25
Clotianidina y = 2E+06x + 65675 0,9996 0,05-25
Difenoconazol y = 892514x - 41756 0,9980 0,056-2,5
Dimetoato y = 2E+06x + 1E+06 0,9939 0,1-25
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 0,06-25
Piraclostrobina y =863798x - 4471,4 0,9996 0,06-2,5
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 - metilico y = 814722x - 8672,2 0,9996 0,05 -2,5

Atraves da equacgédo da reta é possivel 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 sensivel para avaliar
o analito. Através do coeficiente angular de cada equacéo € possivel observar
esse parametro satisfatorio para a maioria dos analitos, apresentando menor

sensibilidade para o acefato.
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Com base nos resultados e nas curvas analiticas apresentadas na Figura

22 verifica-se que o método LC — DAD/UV-Vis permitiu o estudo dos pesticidas

no intervalo de concentracédo que foi avaliado.

Figura 22: Curvas analiticas dos pesticidas em estudo para validacéo da silica.
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Os graficos apresentados na Figura 22 através da correlacdo entre a
concentracdo do analito e area do sinal obtido mostram que foi possivel avaliar
a linearidade do método desenvolvido para cada analito. Logo, pode-se
considerar a obtengdo de um método linear no intervalo de concentragéo.

Engquanto, a Figura 23 apresenta a segunda curva analitica avaliada e os
dados obtidos para os experimentos de validacdo do método ao utilizar o

biocarvao.
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Figura 23: Curva analitica para os analitos em estudo para validacdo com o
biocarvdo do sabugo de milho. Para as condi¢cbes instrumentais de analise,

utilizou-se gradiente exploratorio 35 — 100 % B com tempo de analise em 52

minutos.
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Através da equacdo da reta foi avaliado a sensibilidade da técnica
instrumental, verificando o coeficiente angular. Ao avaliar essa curva analitica, o
método apresentou maior sensibilidade de resposta para deteccdo do

imidacloprido, dentro do intervalo de concentracédo de 0,01 a 2,5 ug L.

Por problemas relacionados a coeluicdo dos analitos e alteracdes nas
condic¢des instrumentais de analise, conforme apresentado no tdpico 4.10, nem
todos os analitos avaliados nos ensaios de recuperagdo seguiram para a
validacdo do método, tanto para a silica quanto para o biocarvdo. Pois a
utilizacao da coluna com menores dimensfes nao permitiu a separacao de todos
os analitos em estudo e ao tentar ajustar o gradiente ndo favoreceu a separacéo,
mas resultou em coeluicdo dos analitos. Logo, a condicdo mais adequada foi
seguir com o gradiente de 5 — 100% de solvente organico e a Figura 24 apresenta
o perfil de separacdo obtido para os analitos que seguiram nos demais

experimentos de validacdo do método.

Figura 24: Cromatogramas com o perfil de separacao dos analitos. Para as
condic¢des instrumentais de analise, utilizou-se gradiente exploratério 35 — 100

% B com tempo de andlise em 52 minutos.
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5.11. Seletividade (Efeito Matriz)

A seletividade é a capacidade que o método possui para quantificar a
presenca do analito em detrimento de outros analitos e interferentes da matriz
ou reagentes utilizados no método. Ou seja, 0 método é considerado seletivo
quando consegue distinguir o analito de interesse em presenca de outros
[119,145]. Este parametro € avaliado através do efeito matriz que avalia
possiveis interferentes que podem aumentar ou suprimir o sinal do analito
[119,145,146].

O efeito matriz € avaliado através da razao dos coeficientes angulares das
curvas no extrato e solvente [119]. Foram realizadas extracdes do branco da
amostra e as curvas no extrato foram elaboradas através de 50 yL do padrdo de
pesticidas em 450 uL do branco da amostra nas mesmas concentracdes que
foram utilizadas para os testes de linearidade. Se a seletividade né&o for
assegurada, tanto a linearidade quanto a preciséo serao afetadas [145].

O efeito matriz é avaliado através do RCA que é a razéo dos coeficientes
angulares (RCA) em que o valor igual a 1 € um indicativo que ndo ocorre uma
influéncia da matriz e, assim, o método é seletivo. Quando o RCA é menor que
1, indica supressdo 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 ndo comprometeu na determinacdo 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 concentragfes, equacao da reta para o extrato da matriz e solvente, coeficientes de determinacéo

e razdes entre coeficientes angulares para os pesticidas com a silica.

Curva no Extrato da Matriz

Curva no Solvente

Analitos Intervalode  Equacao da Reta r? | Analitos Intervalo de Equacao da Reta r? RCA
Concentragéo Concentragéo
Mg L* Mg L™
Abamectina  0,05-2,5 y=5.10°-9527,2 0,997 | Abamectina 0,06-25 y =6.10° + 11471 0,983 0,89
Acetamiprido 0,05-2,5 y =1.10°+ 20087 0,988 | Acetamiprido 0,056-2,5 y =6.10° - 45,345 0,995 0,64
Azoxistrobina 0,01 -2,5 y =4.10°+ 2E+06 0,977 | Azoxistrobina 0,01-25 y = 4.10* + 59977 0,912 1,00
Bifentrina  0,025-2,5 y=2.10°+ 1E+06 0,968 | Bifentrina 0,025 -2,5 y =4.106-309957 0,988 0,50
Clotianidina 0,05 -2,5 y =7.10* + 18279 0.945 | Clotianidina 0,05-2,5 y = 3.10° + 25076 0,990 0,72
Difenoconazol 0,05 - 2,5 y = 1.10° + 325848 0.957 | Difenoconazol 0,05-2,5 y=6.10° + 785873 0,968 0,84
Epoxiconazol 0,01 -2,5 y=1.10" + 2E+06 0,990 | Epoxiconazol 0,01-25 y =9.10° + 8.10° 0,978 1,11
Imidacloprido 0,025 -2,5 y =4.10°-50580 0,980 | Imidacloprido 0,025 -2,5 y=3.10%+ 158650 0,984 0,75
Lufenurom 0,025-2,5 y =6.10°—- 60824 0,990 | Lufenurom 0,025 -2,5 y =6.10° - 31333 0,984 1,01
Malationa 0,05-2,5 y=5.10°+ 12622 0,983 | Malationa 0,05-2,5 y =1.10° - 85810 0,994 0,59
Piraclostrobina0,01 -2,5 y =4.10°— 26449 0,990 | Piraclostrobina 0,01-2,5 y = 3.10° - 32637 0,983 1,33
Teflubenzuron 0,05-2,5 y=1.10°-283648 0,946 | Teflubenzuron 0,05-2,5 y = 2.10° - 68442 0,978 0,50
Tiofanato-metilico 0,05-2,5 y = 3.10° - 482078 0,994 | Tiofanato-metilico 0,05-2,5 y = 3.10° - 562293 0,976 1,00
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Os resultados de efeito matriz apresentados na Tabela 15 indicam que
ocorreu supressdo 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 prépria matriz. Além disso, a absorcédo dos analitos pode ser
afetada pelos solventes da fase movel, levando a aumentos ou diminui¢cdes na
absorcao de luz UV-Vis para cada analito [149]. Enquanto a Tabela 16 apresenta
os resultados obtidos que permitiram a avaliacdo do efeito matriz para cada

analito para a seletividade do método ao utilizar o biocarvao.
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Tabela 16: Analitos, intervalo de concentragfes, equacao da reta para o extrato da matriz e solvente, coeficientes de determinacéo

e razdes entre coeficientes angulares para os pesticidas com o biocarvao.

Curva no extrato da matriz Curva no solvente
Analitos Intervalo de Equacgéo da Reta r2 Analitos Intervalo de Equacgdo da Reta r2 RCA
concentracéo concentracéo
Hg L Mg L

Azoxistrobina 0,1-25 y =5.10% + 1.10° 0.99 | Azoxistrobina 0,1-25 y=5.10%x — 40539 0.99 0.99
Bifentrina 0,25-2,5 y =2.10% — 2160 0.95 | Bifentrina 0,25-2,5 y=2.105x — 33244 0.98 1.08
Difenoconazol 0,25-2,5 y =3.10% + 531673 0.93 | Difenoconazol 0,25-25 y=5.10%x + 65296 0.99 1.46
Epoxiconazol 0,25-2,5 y =2.10% - 7913,6 0.95 | Epoxiconazol 0,25- 2,5 y=2.10% — 15770 0.97 0.88
Imidacloprido 0,1-25 y = 2.10%x + 250585 0.91 | Imidacloprido 0,1-25 y=5.10% — 22697 0.99 0.51
Malationa 0,01-2,5 y = 3.10%x + 82542 0.96 | Malationa 0,01-25 y=4.10% — 32564 0.99 0.77
Piraclostrobina 0,01 -2,5 y = 3.105%x + 48687 0.96 | Piraclostrobina 0,01-25 y=3.10°x — 10002 0.98 0.84
Tiacloprido 0,01-25 y = 3.105x + 60668 0.93 | Tiacloprido 001-25  y=4.10%-33537  0.99 0.78
Tiofanato- Tiofanato-

metilico 0,01-2,5 y = 2.105x + 78844 0.93 | metilico 0,01-25 y=3.10% — 37762 0.99 0.74
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Avaliando a seletividade do método para o biocarvdo, pode-se constatar
gue os resultados apresentados na Tabela 16 mostram que a maior supresséo
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 possivel identificar a presenca deles em detrimento aos

interferentes.

5.12. Exatidao e Precisao

Tanto a exatiddo quanto a precisdo sdo parametros que estédo
relacionados a concordancia entre os resultados de medic¢des replicadas com
valores tidos como verdadeiros. A ndo obtencao de resultados aceitaveis pode
estar relacionado a erros durante a analise que sédo oriundos de preparo
inadequado da amostra, instabilidade do analito, supresséao de sinal e outros
fatores que podem interferir nos resultados [150].

A exatiddo de um método analitico é medida através do grau de
concordancia entre os resultados individuais do método em estudo e o valor
aceito como verdadeiro. Este parametro deve contemplar trés niveis de
concentragdo dentro do intervalo da curva analitica, abrangendo os niveis baixo,
meédio e alto. Além de expressar o grau de concordancia dos resultados obtidos
levando em consideragcdo 0 mesmo analista, mesmo equipamento e mesmas

condicdes de trabalho [119].

A preciséo esta relacionada ao erro aleatério de um sistema de medicao
e € um componente da incerteza da medicdo. A precisdo é medida atraves da
repetibilidade que é avaliada com a precisao intradia, ou seja, ao longo de um
dia de trabalho e a precisdo intermediaria que é avaliada em diferentes dias de

ensaios nao necessariamente consecutivos [119, 145].

Ao contrario da exatiddo, a precisdo nao se relaciona a um valor de

referéncia e sim, ao desvio padrdo relativo (RSD), variancia (s?) ou coeficiente
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de variacdo que precisa ser menor que 20 %. O meétodo de extracao foi otimizado
utilizando o nivel de fortificacdo de 1 pg L. Assim, os testes de exatiddo e
precisdo foram avaliados dentro das concentracfes estabelecidas na curva
analitica, nos niveis de concentracéo de 0,25; 0,50 e 0,75 pg L%, resultantes da
resposta do analito, de modo a abranger niveis mais baixos em relacdo ao
utilizado durante a otimiza¢do do método, mas sem comprometer a eficiéncia do
mesmo ao utilizar a silica como material adsorvente. Enquanto para o biocarvao

foram utilizados os niveis de concentragdo de 0,05; 0,25 e 0,75 ug L.

A Tabela 17 apresenta os percentuais de recuperacao obtidos e desvio
padréo relativos para os trés niveis de fortificacao que foram avaliados para cada

analito em relagéo ao adsorvente comercial e alternativo que foi avaliado.



115

Tabela 17: Valores de Recuperagdo média (%) e desvio padrao relativo (RSD %) avaliados em diferentes niveis de concentracéo
para os ensaios de exatiddo e precisao ao utilizar a silica e o biocarvdo do sabugo de milho.

Silica Biocarvao
Sabugo de
Milho
Pesticida Nivel de  Recuperacdo RSD Pesticida Nivel de Recuperacéo
- ~ fortificagdo + RSD (%)
0, 0,
fortificagdo (%) (%) (g LY) (%)
(g L)
Abamectina 0,25 54 6 Azoxistrobina 0,75 66 4
0,50 47 5
075 54 4 0,25 83 2
0,05 108 +5
Acetamiprido 0,25 86 4 Bifentrina 0,75 45 +7
0,50 112 3
075 08 5 0,25 69 +4
0,05 40 +4
Azoxistrobina 0,25 70 6 Difenoconazol 0,75 36 4
0,50 112 3
075 74 3 0,25 30 6
0,05 35 +6
Bifentrina 0,25 56 8 Epoxiconazol 0,75 17 15
0,50 68 4
0.75 61 3 0,25 100 #4
0,05 109 #4
Clotianidina 0,25 67 3 Malationa 0,75 59 6
0,50 65 2
075 94 5 0,25 64 +4

0,05 50 5



Tabela 17: Continuacao

Difenoconazol

Epoxiconazol

Imidacloprido

Lufenurom

Malationa

Piraclostrobina

Teflubenzurom

Tiametoxam

Tiofanato-

metilico

0,25
0,50
0,75

0,25
0,50
0,75

0,25
0,50
0,75

0,25
0,50
0,75

0,25
0,50
0,75
0,25
0,50
0,75
0,25
0,50
0,75
0,25
0,50
0,75
0,25
0,50
0,75

66
70
74

97
62
66

111
83
77

77
77
60

35
46
54
74
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70
73
72
74
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Piraclostrobina

Teflubenzurom

Tiacloprido

Tiofanato-
metilico

0,75
0,25

0,05
0,75

0,25

0,05
0,75

0,25

0,05
0,75

0,25
0,05

77
70

65
103

99

77
45

98

40
82

70
74
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Os resultados mostraram exatos para os trés niveis de fortificacao
avaliados com percentuais de recuperagédo acima de 70 %, com excec¢do da
abamectina e malationa, que tiveram resultados abaixo, mas que ainda

apresentarm RSD de até 20 %.

A preciséo esta relacionada a concordancia entre os valores medidos das
replicadas através de condi¢cdes especificas e a proximidade com os erros de
medic¢éo, de modo a obter resultados abaixo de 20 %. Pode ser avaliada atraves
da precisdo intermediaria e intradia, em que a primeira se relaciona ao grau de
concordancia dos resultados através de diferentes condi¢cdes operacionais
(analista, laboratorio, equipamentos ou dias diferentes) e a segunda esta
relacionada a repetibilidade do método ao avaliar a dispersdo dos resultados ao
longo de um dia de trabalho [119,145].

A precisao intermediaria foi avaliada através do nivel médio (Nivel 2) de
concentragdo 0,5 pug Lt e 0,25 ug L para o biocarvdo, mas com ensaios em
quintuplicata nas condicbes de mesmo analista, equipamento, laboratério, mas
em dias distintos de execugdo. Enquanto a precisao intradia (repetibilidade) foi
avaliada nas mesmas condi¢des, mas com avaliacdo da execuc¢ao dos testes ao

longo de um dia de trabalho.

A Tabela 18 apresenta os resultados obtidos para os testes de preciséo

nas condi¢cdes que foram avaliadas tanto para a silica quanto para o biocarvéao.
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Tabela 18: Percentuais de Recuperagcdo média (%) e Desvio Padrdo Relativo (DPR %) avaliados para a precisao intermediéria e

repetibilidade (intradia)

Silica Biocarvdo do Sabugo de
Milho
Pesticidas Preciséo Intradia (%) Preciséo interdia (%) Pesticidas Precisao Intradia (%) Precisao interdia (%)
(n=5) (n =15) (n=5) (n =15)
Abamectina 47 +5 590 +3 Azoxistrobina 1137 104 £ 2
Acetamiprido 112+ 3 102+ 3 Bifentrina 695 7316
Azoxistrobina 73+3 704 Difenoconazol 705 69 +5
Bifentrina 68+4 69+3 Epoxiconazol 71+9 66 £ 4
Clotianidina 65+ 2 67 =3 Malationa 64 +8 66 + 6
Difenoconazol 704 715 Piraclostrobina 705 68+5
Epoxiconazol 92+6 96 +6 Teflubenzurom 9+4 93+3
Imidacloprido 83+2 93+5 Tiacloprido 98+5 1025
Lufenurom 77+2 83+3 Tiofanato-metilico 703 72+3
Malationa 46 +7 48 + 4
Piraclostrobina 772 814
Teflubenzurom 69+6 70+3
Tiametoxam 73+6 72+3
Tiofanato- 55+8 53+6

metilico
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Analisando os resultados da Tabela 18 é possivel confirmar que o método
foi preciso para as condi¢cdes avaliadas ao longo de um dia de trabalho ou
através de ensaios realizados em dias distintos, pois apresentaram RSD abaixo

de 20 % e ndo apresentaram alteracfes significativas nos resultados.

5.13. Limite de Deteccéao (LD) e Limite de Quantificacao (LQ)

O Limite de Deteccdo (LD) é a menor quantidade ou concentracdo de
analito presente na amostra que pode ser detectada, mas nao necessariamente
quantificada. Este parametro pode ser avaliado através da relacao sinal/ruido,
percepc¢ao visual, estimativa a partir da curva analitica e estimativa a partir do
desvio padréo do branco [119,145,146].

Enquanto o Limite de Quantificacdo (LQ) esta relacionado a menor
guantidade do analito presente na amostra que pode ser quantitativamente
determinada com precisao e exatidao aceitaveis. Este parametro também pode

ser avaliado com base nas estimativas apresentadas do parametro anterior.

Neste trabalho foi adotado a avaliacdo do LD e LQ através da estimativa

a partir da curva analitica, em que o LD foi avaliado através da seguinte relagdo:

LD =3,3s/b

Em que, s = desvio padréo da resposta do branco e b = Coeficiente angular da
curva analitica

Ja o LQ foi estimado através da seguinte equacao:
LQ =10s/b

Para estimativa do desvio padrdo (s) em ambos os parametros foram
calculadas a partir das respostas obtidas através das menores concentracdes
dos testes de exatiddo e os coeficientes angulares foram obtidos através da
equacao da reta do extrato da matriz que foi utilizada para avaliacdo 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 deteccéo e quantificacédo obtidos pelo método da curva de calibragdo com concentracdo em pg mL.

Silica Biocarvéo do
Sabugo de Milho
Pesticidas Limite de Limite de Pesticidas Limite de Deteccdo Limite de Quantificagcao
Deteccgao Quantificacédo (g L) (ug L)
(hg L) (hg L)

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-metilico 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 ug L1, enquanto o LQ variou entre 0,78 — 1,23 ug L* para a silica e
o LD variou entre 0,22 — 0,40 ug L* e o LQ entre 0,66 — 1,20 pg L para o
biocarvao. Assim, com excecao do epoxiconazol, foi possivel obter baixos LD e
LQ ao utilizar o biocarvao do sabugo de milho como material adsorvente do
método de extracdo. Até o momento deste trabalho ndo existem normativas

estabelecendo o limite maximo de pesticidas em alimentos pastosos para bebés.

O LD e LQ dos métodos desenvolvidos neste trabalho foram comparados
com outros trabalhos disponiveis na literatura, conforme é apresentado na
Tabela 20.
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em alimentos pastosos infantis

Método Composicéao Pesticida Grupo Quimico Recuperacao LD/LQ Referéncia
Analitico da Matriz
-/UHPLC-QqQ- Carne Alacloro Multiclasse 96 — 100% 0.0005-0.05 pug LY [8]
MS Peixes Ametrina 0.01-0.1pugL?
Cereais Atrazina
Carbofurano
Clorpirifés
Outros
QUEChERS/ Frutas Azoxistrobina Organofosforado 88 —114% 0.005-0.01 pg LY [34]
GC-MS Atrazina Triazina 0.01-0.05 pg L*
Difenoconazol Piretréide
Dimetoato
Diuron
Malationa
Outros
QUEChERS- Frutas Atrazina Piretroides 70 -121% 0.005-0.01 pg LY [106]
DLLME Azoxistrobina 0.01-0.05 pg L
SALLE/UHPLC- Clorpirifés
MS/MS Diurom
Dimetoato

Outros
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DLLME - GC- - Bromofos Organofosforados 90 —110% 0.0002-0.0047ugLY/ [107]
IT/MS Clorpirifés 0.0023-0.0085 pgL*
Malationa
Metacrifos
Outros
QUEChERS - Frutas Bifentrina Multiclasse 87 —120% 0.00005 pg L* [54]
GC-Q-Orbitrap Vegetais Bromopropilato 0.002-0.01 pg L?
Carne Permetrina
Cereais Procimidona
QUEChERS - Frutas Acefato Multiclasse 70 —108% 0.001-0.011pg L* [50]
LC-GC - Vegetais Acetamiprido
MS/MS Aldicarb
Azoxistrobina
Outros
H-MSPD/HPLC- Frutas Abamectina Multiclasse 62 - 112% 0,26 — 0,60 pg LY Este trabalho
DAD/UV-VIS Carne Acetamiprido 0,78—-1,23 ug LY
Vegetais Difenoconazol 0,22 — 0,40 pg LY/
Lufenuron

Outros

0,66 — 1,20 pg L™
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O método analitico desenvolvido neste trabalho foi comparado com outros
métodos da literatura e, ao analisar a Tabela 20 foi possivel constatar que a
proposta de preparo da amostra e extracdo dos analitos por ui-MSPD apresentou
baixos valores de recuperacao tanto ao utilizar o biocarvao do sabugo de milho
quanto ao uso da silica ao comparar com os demais métodos disponiveis na

literatura.

Apesar do reduzido numero de analitos que foram validados ao utilizar o
biocarvao do sabugo de milho como material adsorvente do método de extracao
em detrimento da silica, tanto este material alternativo quanto o adsorvente
comercial favoreceu a extracéo de analitos pertencentes a sete diferentes grupos
quimicos (Estrobilurina, piretréide, triazol, organofosforado, benzoilureia,
neonicotinéide e benzimidazol). O que ressalta a eficiéncia da utilizacdo do

material carbonaceo na pu-MSPD.

Em seguida, ap0s validacdo, os métodos desenvolvidos foram aplicados
em amostras reais de diferentes marcas e composicdes para avaliar a presenca

destes pesticidas em estudo.

5.14. Aplicagdo em Amostras Reais

A proposta de miniaturizagcdo da MSPD desenvolvida neste trabalho tanto
para a silica quanto para o biocarvao foram aplicadas em quatorze amostras de
alimentos pastosos para bebés a base de frutas, cereais e vegetais que sao
comercializados em cidades do estado de Sergipe, Brasil. Mas n&do foram
detectados nenhum dos analitos em estudo nas amostras avaliadas no mesmo

tempo de retencdo dos analitos, conforme é apresentado na Tabela 21.
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Azoxistrobina Bifentrina Difenoconazol Epoxiconazol Malationa Piraclostrobina Teflubenzurom Tiacloprido Tiofanato

- metilico
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. = Ndo detectado
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Alguns analitos como a azoxistrobina, difenoconazol, epoxiconazol,
malationa e piraclostrobina foram monitorados através da m/z (razéo
massa/carga) ao utilizar a cromatografia liguida com espectrometria de massas
utilizando o analisador de massas do tipo Orbitrap no modo SIM com energia de
colisdo de 30 V, mas nédo foi confirmada a presenca 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 nédo ter determinado a presenca 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 andlise de outros pesticidas pertencentes a variados grupos quimicos e que

sdo utilizados nas diferentes culturas.

6. CONCLUSAO

Com base nos experimentos realizados, pode-se concluir que foi possivel

obter as condi¢des instrumentais de analise por meio dos gradientes de elui¢éo

(35-100 %) composto por metanol:agua com vazéo de fase mével 1,0 mL min-,
coluna Shim-pack UC X RP C18 (250 x 4,6 mm, 5 um) e (5-100 %) composto
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por metanol:dgua com vazéo de fase mével 0,3 mL min-*, coluna Shim-pack UC
X RP C18 (150 x 2,1 mm, 3 ym) que permitiu a avaliacdo dos pesticidas em 52
minutos. A cromatografia liquida com o detector DAD/UV-Vis permitiu a analise
da abamectina, acetamiprido, azoxistrobina, bifentrina, clotianidina,
difenoconazol, epoxiconazol, imidacloprido, lufenuron, malationa,

piraclostrobina, teflubenzurom, tiametoxam e tiofanato-metilico.

Para o procedimento de extracdo, foi possivel propor dois métodos de
MSPD miniaturizados utilizando o adsorvente alternativo biocarvdo do sabugo
de milho nas condi¢cfes de 60 mg de biocarvao, 40 mg de alimentos para bebés
com nivel de fortificagdo de 1 ug mL* e 1000 pL de metanol e para o adsorvente
comercial silica foram utilizadas as mesmas condi¢des, mas com 1000 uL de
MeOH/EtOAc (50:50, v/v) como solvente de eluicdo que mostrou eficiéncia na

extracdo dos analitos com recuperacéo acima de 60 %.

A analise por agrupamento utilizando a PCA e HCA foram utilizadas para
avaliar a eficiéncia de materiais carbonaceos de diferentes biomassas para
adsorcdo dos analitos e foi possivel constatar que o biocarvdo do sabugo de
milho melhor favoreceu o agrupamento dos analitos com base no perfil de

semelhanca dos resultados obtidos.

A p-MSPD foi comparada nas mesmas condicbes com a MSPD
convencional e os resultados mostraram coeréncia em termos da eficiéncia de
extracdo, com proximidade nos valores de recuperacao na faixa de 70 — 120 %,
ressaltando a necessidade em avaliar novas propor¢cdes amostra/adsorvente de

modo a aumentar a recuperacao dos analitos.

A validacdo do método foi efetuada ao avaliar os parametros de
linearidade e sensibilidade através das curvas analiticas dos pesticidas foi
possivel obter coeficientes de correlagdo acima de 0,99, conforme estabelecido
pela ANVISA e INMETRO, indicando que se trata de um método linear e sensivel
para os analitos em estudo, além de verificar a seletividade, precisédo, exatidao

e baixos LD e LQ para os analitos avaliados.

Apbs validacdo, o método analitico foi aplicado em quatorze amostras de

alimentos infantis a base de frutas, vegetais e carnes, mas nao 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 satisfatérios
para uma proposta de p-MSPD tanto ao utilizar o biocarvao do sabugo de milho
guanto ao utilizar a silica como adsorvente comercial e, em ambas as condicdes,
utilizando menores quantidades de amostra, adsorvente e volume de solvente
organico para eluicdo dos analitos com o uso de ponteiras de micropipeta,

indicando que foi possivel 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 miniaturizacdo de métodos de extracao de
analitos para esta matriz complexa. Logo, ressalta-se a necessidade de
monitoramento da presenca de pesticidas nestes alimentos e de uma legislacéo
no Brasil estabelecendo o limite maximo de residuos para os pesticidas nos

alimentos para bebés, devido a toxicidade desses compostos.

7. PERSPECTIVAS DO TRABALHO

Mediante os resultados, o presente trabalho tem as seguintes

perspectivas:

e Comparar o método de extracdo desenvolvido neste trabalho com
0 QUEChERS;
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