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Introducéo

A cerveja é uma das bebidas mais apreciadas e consumidas no mundo (Statista 2022).
O malte da cerveja é composto por cereais como cevada, milho e arroz que sdo capazes de
fornecer um sabor caracteristico a bebida (Mega et al. 2011). Esses cereais sdo muito utilizados
na cerveja Pilsen brasileira por proporcionarem uma bebida mais leve e refrescante (Statista
2022).

Para controlar pragas e aumentar a producao sdo utilizadas formulacdes de pesticidas
nas culturas. Esses produtos quimicos podem permanecer apos a etapa de processamento das
culturas, podendo afetar a satde dos consumidores. No caso de bebidas alcodlicas como a
cerveja a presenca de residuos de pesticidas pode ser atribuida ao seu uso durante o cultivo dos
cereais, que sdo matéria-prima para a producéo de cerveja (Jha et al., 2018).

Uma das maneiras de se avaliar a presenca desses contaminantes na bebida é por meio
do uso de métodos de preparo de amostras associados a técnicas instrumentais de analise.
Dentre esses métodos de preparo de amostras esta a extracdo em fase sélida (SPE), que é
utilizada para a determinacdo de analitos em amostras liquidas (Dusek e Jandovskal, 2023;
Pérez-Lucas e Navarro 2023; Kaczynski et al. 2024; Hack et al. 1997; Jones et al. 1988).

A SPE é um dos métodos mais utilizados devido proporcionar rapidez, simplicidade e
boa repetibilidade nas analises, caracterizando-se pela utilizacdo de materiais adsorventes com
diferentes propriedades fisico-quimicas. Dentre 0s materiais comerciais mais utilizados como
suporte sélido na SPE tém-se octadecilsilano (Cas), Florisil, Oasis HLB, resinas de troca idnica
entre outras, que sdo selecionadas com base nas caracteristicas estruturais e nas propriedades
dos analitos.

Outrossim, materiais alternativos como nanomateriais, nanotubos de carbono,
impressdo magnética, dentre outros vém sendo utilizados na SPE, apresentando eficiéncia na
extracdo de analitos em diferentes matrizes (Shahryari et al. 2022; Augusto et al. 2013; Liu et
al. 2012; Valverde et al. 2014; Wen et al. 2014; Wierucka e Bizuik 2014; Birniwa et al. 2020;
Hag et al. 2023). O biocarvao de aguapé (planta aquética do género Eichhornia crassipes) € um
material alternativo que demonstra ter potencialidade no uso como material adsorvente para a
determinacdo de contaminantes organicos em matrizes aquosas (Madikizela 2021; Xu et al.
2020; Ponnam et al. 2020; Okoya et al. 2020; Baharum et al. 2020).

Esse material € um produto do processo de pirélise da biomassa do aguapé, sendo que
as caracteristicas do biocarvdo dependem da temperatura de agquecimento e do tempo do
processo de obtencdo (Baharum et al. 2020; Taha et al. 2014). A capacidade de adsorgéo decorre
de suas propriedades fisico-quimicas, como tamanho de poros, presenca de grupos funcionais,
capacidade de troca ibnica, interacdo hidrofébica, e de ligacdo de hidrogénio (Mohan et al.
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2014; Gai et al. 2014; Wang e Wang 2019, Zhou et al. 2017, 2019; Xiang et al. 2019; Suo et al.
2019).

A aguape foi selecionada para ser a biomassa de origem do biocarvdo por se tratar de
uma planta aquatica daninha de ocorréncia generalizada e de répido crescimento e
disponibilidade. Logo, foi avaliado a eficiéncia desse material em comparagdo com o
adsorvente comercial Cig. Portanto, o objetivo desse trabalho foi desenvolver um método por
SPE com o biocarvdo de aguapé como material adsorvente para extracdo dos pesticidas
acetamiprido, ametrina, atrazina, carbendazim, azoxistrobina, atrazina, clorpirif6s,
deltametrina, diuron, esfenvalerato, epoxiconal, flutriafol, haloxifope, lufenuron, malationa,
propanil, tiametoxam, tiofanato-metilico e simazina em cerveja do tipo Pilsen e analise por
cromatografia liquida/espectrometria de massas (LC/MS).

Material e Métodos

Os padrdes de pesticidas (pureza >98%) foram adquiridos da Dr. Ehrenstorfer
(Augsburgo, Alemanha). O metanol de grau HPLC foi obtido da Merck (Darmstadt,
Alemanha); o formiato de aménio foi adquirido da PanReac (Barcelona, Espanha), e o
biocarvdo de aguapé (BC) (Eichhornia crassipes) foi produzido e fornecido pelo Grupo de
Pesquisa em Petroleo e Energia de Biomassa-PEB, da Universidade Federal de Sergipe. As
solugBes estoque (1000 pg mL 1) foram preparadas em metanol.

As analises foram realizadas em um sistema Nexera UC acoplado a um espectrometro
de massas com analisador do tipo quadrupolo e fonte de ionizacdo electrospray (ESI). A
separagdo dos analitos foi realizada em uma coluna Cig (150 mm x 2,1 mm e tamanho da
particula 2,5 um). A fase movel foi composta por agua (A) e metanol (B) com 5 mmol (v/v) de
formiato de amdnio e eluicdo em modo gradiente: (0-1 min) 30% B; (1-15 min) 100% B; (15-
18 min) 30% B; (18-20 min) 30% B, com fluxo de 0,5 mL min™*, temperatura da coluna de 40
°C e volume de injecdo de 5,0 pL. Para o espectrémetro de massas as condicdes de analise
otimizadas foram: voltagem capilar a 1,2 kV, temperatura de interface a 350 °C e DL 250 °C e
usando nitrogénio como gas de nebulizacéo e secagem (1,5 mL mint). O software LabSolution
foi usado para as analises qualitativa e quantitativa.

Para o processo de extracdo em fase solida (SPE), uma quantidade de 100 mL de cerveja
tipo Pilsen foi degaseificada em banho ultrassénico por 10 min para eliminar o didxido de
carbono. O procedimento de extracao foi realizado em um cartucho com biocarvao de aguapé
(150 mg), o qual foi condicionado com 2 mL de 4gua e uma mistura metanol/agua (60:40, v/v),
respectivamente, e como solvente de eluicdo foram utilizados 3 mL de metanol/diclorometano
na proporcao 60:40 (v/v).

Resultados e Discusséo

Condices instrumentais para analise no LC/MS

O modo de monitoramento seletivo de ions (SIM) foi usado para obter seletividade e
sensibilidade para analise quantitativa dos pesticidas. Varreduras na ionizago por electrospray
foram realizadas no modo positivo e negativo para sele¢do dos ions precursores adequados
(Tabela 1).
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Tabela 1- Modo de ionizacdo, relagdo m/z obtidos através da analise exploratoria de
solugdes padrdo dos pesticidas.

Pesticidas Modo de lonizagéo m/z
Tiametoxam + [M+H]* /292
Acetamiprido + [M+H]*/ 223
Carbendazim + [M+H]* /192

Simazina + [M+H]* /202

Haloxifope - [M-H] /360

Tiofanato-metilico + [M+H]" /343
Atrazina + [M+H]"/ 216
Flutriafol + [M+H]* /302
Diurom + [M+H]" /233

Ametrina + [M+H]" /228
Azoxistrobina + [M+H]" / 404

Malationa + [M+NH,]" /348

Propanil - [M-H] /216
Epoxiconazol + [M+H]" /330

Clorpirifos + [M+H]" /350

Lufenuron - [M-H] /509
Esfenvalerato + [M+NH,]" /437
Deltametrina + [M+NH,]" / 523

Otimizacéo da Extragao

Foram realizados estudos preliminares para otimizacdo do método de extracdo em
amostras de cerveja Pilsen contaminadas com 1 ug mL™ dos pesticidas em estudo. Os resultados
foram avaliados com base nos ensaios de recuperacdo. Otimiza¢des foram realizadas em termos
de variacdo da proporcdo do solvente de eluicdo para que fosse possivel realizar o processo de
dessorcdo dos analitos ligados a superficie do biocarvao e, posteriormente, fornecer resultados
tdo satisfatorios quanto ao utilizar o adsorvente comercial Cis.

O procedimento de extracdo com o BC foi otimizado sob condicGes que foram
adequadas ao utilizar o Cys. A forca de eluicdo do meio foi aumentada para melhor dessorcao
dos analitos, alterando a proporcao dos solventes. A condicdo adequada para o BC foi ao utilizar
a mistura de metanol/diclorometano na proporcdo 60:40 (v/v). Os resultados mostraram
porcentagens de recuperacdo acima de 70% para 12 dos 18 pesticidas pertencentes a diferentes
grupos quimicos (Figura 1).

Figura 1- Comparacdo da eficiéncia de extracdo do BC com o adsorvente comercial C1g usando
como solvente de eluicdo a mistura de 3 mL de metanol/diclorometano.
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A partir dos resultados obtidos, foi verificado que o BC como adsorvente alternativo
para a SPE apresentou uma eficiéncia similar ao adsorvente comercial C1g na recuperacéo dos
analitos em cerveja.

A recuperacdo abaixo de 70% para alguns analitos como o flutriafol, atrazina,
haloxifope e tiofanato-metilico, mesmo apos alteracdo da forca eluente do meio, pode ser
indicativo de grupos presentes nestes compostos ou impedimento estérico que dificultou a
adsorcdo desses analitos a superficie do BC. Além disso, esses analitos apresentaram uma
melhor adsorgdo em Cis devido a sua area superficial de 500 m? g* que € superior a do BC, que
apresentou uma area em torno de 116 m? g*. Por outro lado, a recuperagdo inadequada de
tiofanato-metilico pode estar relacionada a possibilidade de degradacdo, formando o seu
metabolito carbendazim (Dong et al. 2018).

Validacdo do método SPE

O método foi validado com base em diferentes parametros de validacdo. A linearidade
de resposta instrumental para os analitos foi avaliada a partir da curva analitica obtida no extrato
da matriz nas concentracdes de 0,25; 0,5;1,0; 2,5; 5; 10; 25; 50; 75 e 500 pg L. A sensibilidade
do método foi avaliada através do coeficiente de determinacdo e os resultados mostraram r?
acima de 0,99. O efeito matriz indicou supressdo de sinal que pode estar relacionado a
interferentes da matriz e/ou do proprio adsorvente proximo ao tempo de retencao dos analitos,
competindo com a resposta com o sinal dos analitos (Tabela 2).

Tabela 2- Curva linear, curva de calibracao e efeito matriz do método usando o LC-MS

Analitos Curva Curva Curva r2 Efeito
linear matriz solvente matriz
(pg LY
Acetamiprido 0,25-500 y=6.10% y=1.10"x 0,999 0,60
+ 128321 + 317952
Ametrina 0,5-500 y=110"x y=2.10'x 0,999 0,50

+ 222159 + 269098
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Atrazina 0,5-500 y=4.10% y=9.10% 0,998 0,44
+ 31231 + 568035
Azoxistrobina 0,5-500 y=210x y=3.10"x 0,998 0,66
+ 137881 + 525861
Carbendazim 0,25-500 y=3.10"x y=9.10"x 0,990 0,33
+ 61267 + 684800
Clorpirifos 0,1-500 y=110°% y=3.10% 0,988 0,66
—132761 - 27327
Deltametrina 0,25-500 y=3.10°% y=5.10% 0,995 0,60
+ 14476 — 42697
Diuron 0,1-500  y=3.10°% y=6.10% 0,998 0,50
+ 18940 + 191223
Epoxiconazol 0,5-500 y=5.10% y=8.10% 0,997 0,62
+ 23595 — 52664
Esfenvalerato 0,25-500 y=2.10%% y=23.10% 0,995 0,66
+ 62016 + 555.12
Flutriafol 0,25-500 y=3.10°% y=7.10% 0,997 0,42
- 21776 + 246370
Haloxifope 0,25-500 y= y= 0,995 0,69
278264x -  401438x -
5239.6 2083.8
Lufenuron 0,1-500  y=1.10% y=1.10% 0,996 1
-4377.6 —19085
Malationa 0,1-500 y=210% y=2.10% 0,996 0,15
+ 123281 + 341836
Propanil 0,25-500 y=2.10%% y=23.10% 0,996 0,66
+ 50286 + 174362
Simazina 0,25-500 y=3.105% y=7.10% 0,998 0,47
— 45675 + 207802
Tiametoxan 0,5-500 y=3.10% y=6.10% 0,998 0,50
+ 55768 + 192552
Tiofananato-metilico  0,25-500 y=6.10° y=2.10'x 0,998 0,30

+ 12227 + 373166

A precisdo foi avaliada em quintuplicata com trés niveis de concentragdo. Os resultados
foram adequados, com excecdo de simazina, tiametoxam, flutriafol, haloxifope e tiofanato-
metilico que apresentaram valores de recuperacdo abaixo de 70%, mas com desvio padréo
relativo (DPR) abaixo de 20%.

A repetibilidade foi avaliada em base na precisdo intradia com testes realizados em
quintuplicata ao longo de um dia e precisdo intermediaria em trés dias ndo consecutivos, 0s
quais apresentaram DPR < 20%.

O limite de deteccdo (LD) do método foi avaliado com base na curva de calibracdo
através da relacdo S/N em 3 e o limite de quantificacdo através de S/N em 10. Os valores de
LD variaram entre 0,05 e 0,08 pug L™ e os valores de LQ entre 0,1 e 0,25 ug L™ (Tabela 3).
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Tabela 3- Recuperacdo média (n=5), desvio padrdo relativo em diferentes niveis de

concentracdo, LD e LQ

Pesticidas Nivel de Recuperacéo (%) * LD LQ
concentragéo RSD (%) (ug LY (ug LY
(ug L™

Acetamiprido 0,25 68 +8 0,08 0,25
0,5 72+4
1 76 £3

Ametrina 0,1 72+6 0,05 0,1
0,25 82+3
0,5 89+1

Atrazina 0,25 53+7 0,05 0,1
0,5 56 +5
0,1 52 +7

Azoxistrobina 0,1 815 0,05 0,1
0,25 85+3
0,5 77 +2

Carbendazim 0,25 44 + 6 0,05 0,1
0,5 61+4
0,1 66 + 6

Clorpirifés 0,25 93+6 0,05 0,1
0,5 88+3
0,1 87+2

Deltametrina 0,1 69 +9 0,05 0,1
0,25 67 +4
0,5 77+3

Diuron 0,25 88+ 4 0,05 0,1
0,5 94 +3
0,1 102 +5

Epoxiconazol 0,1 89+4 0,05 0,1
0,25 93+2
0,5 94 +1

Esfenvalerato 0,1 80 +12 0,05 0,1
0,25 68 + 4
0,5 81+4

Flutriafol 0,1 51+10 0,05 0,1
0,25 60 +7
0,5 55+7

Haloxifope 0,1 18+ 14 0,05 0,1
0,25 26 £ 19
0,5 19+ 15

Lufenuron 0,1 83+7 0,05 0,1
0,25 73+6
0,5 76+ 4

Malationa 0,1 81+9 0,05 0,1
0,25 84 +3
0,5 89+2

Propanil 0,25 91+6 0,05 0,1
0,5 89+2
0,1 87+4

Simazina 0,1 50+9 0,05 0,1
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0,25 64 +4

0,5 63 %5
Tiametoxam 0,1 25+6 0,05 0,1

0.25 33+5

0,5 3B5+7
Tiofanato - 0,25 34+2 0,05 0,1
metilico 0,5 38+8

0,1 50+8

Logo, foi possivel validar o método SPE utilizando o BC como adsorvente alternativo,
sendo capaz de proporcionar resultados satisfatorios e consistentes ao comparar com 0s demais
métodos propostos na literatura (Tabela 4). Apds validacdo, o método SPE foi aplicado em 13
rotulos de cerveja tipo Pilsen, comercializadas em S&o Cristovao, Sergipe. No entanto, ndo
foram encontrados residuos dos pesticidas em estudo acima do limite de detec¢do do método.

Tabela 4- Comparacdo do método desenvolvido nesse trabalho com os demais
propostos na literatura

Técnica de Técnica Grupos quimicos  Recuperagéo LD/LQ Referénc
preparo da analitica (%) ia
amostra/
Adsorvente
SPE GC/MS Quinolina 66 - 139 0,0002/0,0005 mg L Hengel
/ Analogo de and
Oasis HLB Pirazol Shibamo
Triazol to
Pirimidinil 2002
Carbinol
Piridazinona
Morfolina
QUEChER  GC-MS/MS Neonicotindide 73 -101/ 0,0001-0,0007/ Silva et
S/ Organofosfato 65 - 103 0,001-0,006 pg/mL al.
Magnésio Cloroacetanilida 2019
silicato Triazina
Estrobilurina
Carbamato
Piretrdide

Triazol
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QUEChER LC/MS Anilida 58 -112 1-200 pg/kg/ Pires et
S Carboxamida 5-1000 pg/kg al.
Mandelamide 2021
ether
Piretroide

Anilina pirimidina
Estrobilurina
Organofosfato

SPE LC/MS Neonicotindide 72 -102 0,009-0,05/ Este
/ Triazina 01-0,5 pg/L trabalho
Biocarvao Estrobilurina
de Aguapé Organofosfato
Piretréide
Fenilamida
Triazol
Ariloxifenox
propionato
Benzoilureia
Anilida
Benzimidazol

Conclusoes

Foi desenvolvido um método por SPE com biocarvdo de aguapé como material
adsorvente alternativo para determinar residuos dos pesticidas acetamiprido, ametrina, atrazina,
azoxistrobina, carbendazim, clorpirifés, deltametrina, diuron, esfenvalerado, epoxiconazol,
flutriafol, haloxifope, lufenuron, malationa, propanil, tiametoxam, tiofanato-metilico e
simazina em cervejas tipo Pilsen. O método foi validado, mostrando-se linear, preciso e exato.
Apos validacdo, foi aplicado em diferentes rotulos de cerveja, mas ndao foram detectados
residuos dos pesticidas em estudo.

Portanto, foi possivel desenvolver um método SPE com o biocarvdo de aguapé como
adsorvente alternativo, econémico, sustentavel e ecoldgico para extracdo de residuos de
pesticidas em cerveja do tipo Pilsen.
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