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RESUMO

O uso intensivo de pesticidas organofosforados na agricultura tem contribuido para o aumento
da contaminag¢do ambiental, principalmente em aguas superficiais e subterraneas. Compostos
como malathion, clorpirifés e dissulfoton apresentam elevada toxicidade e potencial risco a
saude humana e aos ecossistemas aquaticos, tornando necessario o desenvolvimento de
métodos analiticos sensiveis, seletivos e sustentaveis para seu monitoramento. Nesse contexto,
o presente trabalho teve como objetivo desenvolver e otimizar uma metodologia analitica
utilizando borra de café acidificada como biossorvente para adsor¢do, extracdo e pré-
concentracdo desses pesticidas em amostras aquaticas, seguida de determinagdo por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas tandem (LC-MS/MS). As condigdes
de extracdo foram otimizadas por meio de planejamento fatorial fracionario, avaliando
parametros relacionados ao sistema de extragdo em fase solida (SPE). A condi¢do otimizada
empregou pH 3,0 para condicionamento e amostra, 25 mg de biossorvente, volume de amostra
de 10 mL e eluicdo com 0,5 mL de metanol. As analises foram realizadas em sistema LC-
MS/MS triplo quadrupolo operando em modo SRM. O método apresentou adequada
linearidade, com faixa linear de 5,0 a 250,0 pg L' para malathion e de 25,0 a 250,0 pg L™ para
dissulfoton e clorpirifos. Os limites de quantificagao obtidos foram de 5,0 pg L™ para malathion
e 25,0 ug L' para os demais analitos. A precisdo intradia e interdia apresentou coeficientes de
variagdo dentro dos limites recomendados pelo documento SANTE/11312/2021, demonstrando
boa repetibilidade e reprodutibilidade do método. Além disso, o procedimento apresentou baixo
efeito de memoria e adequada exatiddo nas concentragdes avaliadas. A aplicagdo da
metodologia em amostras ambientais reais coletadas na regido de Alfenas/MG permitiu
identificar a presenca dos pesticidas investigados em sete das amostras analisadas, sendo
possivel realizar a quantificagdo em trés delas. A avaliacdo da sustentabilidade pelo software
AGREEprep demonstrou que o método apresenta caracteristicas alinhadas aos principios da
Quimica Verde, principalmente devido ao uso de um biossorvente proveniente de residuo

agroindustrial e ao reduzido consumo de solventes organicos.

Palavras chaves: Pesticidas organofosforados; residuos de café; biossorvente; LC-MS/MS;

quimica verde.



ABSTRACT

The intensive use of organophosphorus pesticides in agriculture has contributed to the increase
in environmental contamination, mainly in surface and groundwater. Compounds such as
malathion, chlorpyrifos, and disulfoton present high toxicity and potential risks to human health
and aquatic ecosystems, making the development of sensitive, selective, and sustainable
analytical methods necessary for their monitoring. In this context, the present study aimed to
develop, optimize, and validate an analytical methodology using acidified spent coffee grounds
as a biosorbent for the adsorption, extraction, and pre-concentration of these pesticides in
aqueous samples, followed by determination using liquid chromatography coupled to tandem
mass spectrometry (LC-MS/MS). Extraction conditions were optimized through a fractional
factorial design, evaluating parameters related to the solid-phase extraction (SPE) system. The
optimized condition employed pH 3.0 for both conditioning and sample preparation, 25 mg of
biosorbent, a 10 mL sample volume, and elution with 0.5 mL of methanol. Analyses were
performed using a triple quadrupole LC-MS/MS system operating in SRM mode. The method
showed adequate linearity, with a linear range from 5.0 to 250.0 pg L™ for malathion and from
25.0 to 250.0 pg L! for disulfoton and chlorpyrifos. The limits of quantification obtained were
5.0 pg L for malathion and 25.0 pg L' for the other analytes. Intra-day and inter-day precision
showed coefficients of variation within the limits recommended by the SANTE/11312/2021
document, demonstrating good repeatability and reproducibility of the method. In addition, the
procedure showed low memory effect and adequate accuracy at the evaluated concentrations.
The application of the methodology to real environmental water samples collected in the
Alfenas/MG region allowed the identification of the investigated pesticides in seven of the
analyzed samples, with quantification possible in three of them. The sustainability assessment
using the AGREEprep software demonstrated that the method presents characteristics aligned
with the principles of Green Chemistry, mainly due to the use of a biosorbent derived from

agro-industrial waste and the reduced consumption of organic solvents.

Keywords: Organophosphorus pesticides; coffee waste; biosorbent; LC-MS/MS; green
chemistry.
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1 INTRODUCAO

A expansao da atividade agricola nas tltimas décadas tem contribuido para o aumento
expressivo da utilizacao de pesticidas em diferentes culturas ao redor do mundo. Embora esses
compostos desempenhem papel importante no controle de pragas e no aumento da
produtividade agricola, seu uso intensivo estd associado a contamina¢do ambiental e a
potenciais impactos toxicoldgicos para organismos nado alvo e para a saide humana (Pathak et
al., 2022; Shekhar et al., 2024).

Entre os pesticidas mais utilizados atualmente, destacam-se os organofosforados,
amplamente empregados devido a elevada eficiéncia inseticida e ao baixo custo de aplicacao
(FAO, 2021; WHO, 2020). Esses compostos atuam principalmente pela inibi¢do da enzima
acetilcolinesterase, provocando efeitos neurotoxicos que podem variar desde sintomas leves até
intoxicacdes severas (Chen et al., 2024; Jokanovi¢, 2018). Além disso, estudos recentes
apontam que a exposi¢do prolongada a baixas concentragdes desses pesticidas pode causar
altera¢des neurocomportamentais e disturbios endocrinos (Shekhar et al., 2024).

Mesmo apresentando menor persisténcia ambiental quando comparados aos pesticidas
organoclorados, os organofosforados ainda representam importante fonte de contaminacio
ambiental. Processos como lixiviagdo, infiltracio e escoamento superficial favorecem o
transporte desses compostos para aguas superficiais e subterraneas, tornando o monitoramento
ambiental essencial em regides agricolas (Pathak et al., 2022; Ore et al., 2023).

Nesse contexto, a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas tandem
(LC-MS/MS) destaca-se como uma das principais ferramentas para determinagao de residuos
de pesticidas em niveis traco, devido a elevada sensibilidade e seletividade da técnica (Badawy
et al.,2022; Gu et al., 2025). Entretanto, amostras ambientais constituem matrizes complexas,
contendo matéria organica dissolvida, substdncias humicas, sais inorganicos, particulas em
suspensao e outros contaminantes que podem ser coextraidos juntamente com os analitos de
interesse. Esses componentes podem causar interferéncias analiticas e efeitos de matriz, como
supressao ou intensificacdo do sinal na espectrometria de massas, comprometendo a exatidao e
a sensibilidade do método (Kersiidkova et al., 2024). Dessa forma, etapas de preparo de
amostras sao fundamentais para aumentar a detectabilidade dos analitos, reduzir interferéncias
e melhorar a confiabilidade dos resultados.

Entre as técnicas mais utilizadas para esse fim, a extragdo em fase s6lida (SPE) apresenta
elevada eficiéncia na limpeza da matriz e na pré-concentracdo dos compostos de interesse, além

de reduzir o consumo de solventes organicos (Rosendo et al., 2023; Keerthana et al., 2024).
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Nos ultimos anos, diferentes materiais adsorventes vém sendo investigados para aumentar a
eficiéncia da SPE, incluindo biossorventes obtidos a partir de residuos agroindustriais (Mpupa
et al., 2021; Mahdavijalal et al., 2024).

Dentro dessa proposta, residuos provenientes da cadeia produtiva do café vém
recebendo destaque devido a elevada disponibilidade, baixo custo e potencial de
reaproveitamento. A borra de café apresenta composi¢ao rica em compostos lignocelulésicos e
grupos funcionais capazes de interagir com diferentes contaminantes, tornando esse material
promissor para aplicagdes envolvendo adsor¢ao e preparo de amostras ambientais (Tang, 2024;
Mlynarczkowska et al., 2024).

O presente trabalho representa uma etapa de um estudo mais amplo envolvendo a
sintese, caracterizacao e avaliagdo de oito diferentes materiais adsorventes obtidos a partir de
residuos de café (de Souza et al., 2026). ApoOs as etapas de caracterizagdo fisico-quimica e testes
preliminares de desempenho, a borra de café acidificada foi selecionada como o material mais
promissor para continuidade do desenvolvimento analitico. Assim, este trabalho teve como
objetivo desenvolver e otimizar um método de extracdo em fase solida utilizando borra de café
acidificada como biossorvente para adsorcdo e pré-concentragdo de pesticidas

organofosforados em aguas ambientais, seguido de determinag¢do por LC-MS/MS.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 PESTICIDAS ORGANOFOSFORADOS

Os pesticidas organofosforados (OPs) permanecem entre as classes mais relevantes de
inseticidas utilizadas na agricultura moderna, especialmente em paises em desenvolvimento.
Embora tenham sido originalmente derivados de compostos estudados para fins bélicos no
século XX, sua aplicacdo agricola se consolidou devido a elevada eficiéncia no controle de
pragas e ao perfil de menor persisténcia ambiental quando comparados a pesticidas
organoclorados (Saad et al., 2025; Gupta, 2008).

Quimicamente, os OPs correspondem a ésteres do acido fosférico, tiofosforico ou
ditiolfosforico, contendo um atomo central de fosforo ligado a diferentes substituintes
organicos. Essa diversidade estrutural resulta em ampla variagdo nas propriedades fisico-
quimicas, como polaridade, solubilidade em &gua, volatilidade e estabilidade térmica

(Hernéndez et al., 2013). Em geral, esses compostos apresentam moderada solubilidade em
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agua e significativa lipossolubilidade, o que favorece sua absor¢do por membranas biologicas
e potencial de distribui¢do em tecidos (Jokanovi¢, 2018).

O principal mecanismo de ag¢do dos organofosforados estd associado a inibigao
irreversivel da enzima acetilcolinesterase (AChE), essencial para a transmissdao de impulsos
nervosos. A inibicdo dessa enzima leva ao acumulo de acetilcolina nas sinapses, provocando
hiperestimulag@o colinérgica, com efeitos que incluem desde alteragcdes neuromusculares até
faléncia respiratoria em casos severos. Esse mecanismo ¢ responsavel tanto pela eficacia
inseticida quanto pela elevada toxicidade desses compostos em organismos nao alvo, incluindo
seres humanos (Eaton ef al., 2008; Sidhu et al., 2019).

Em relacdo as propriedades fisicas, os organofosforados apresentam, em sua maioria,
baixa pressao de vapor, o que limita sua volatiliza¢do. No entanto, compostos de menor massa
molecular podem apresentar maior tendéncia a dispersao atmosférica. A estabilidade ambiental
desses pesticidas ¢ altamente dependente de fatores como pH, temperatura, umidade e
incidéncia de radiagdo solar, sendo a hidrolise ¢ a fotodegradacdo os principais processos de
transformagao (Hernandez et al., 2013).

No contexto ambiental, os organofosforados sdo considerados menos persistentes do
que pesticidas organoclorados, devido a sua suscetibilidade a degradac¢ao quimica e biologica.
Processos como hidrolise, oxidacdo e biodegradacdo microbiana contribuem para sua
dissipacdo relativamente rapida (Saad et al., 2025). Entretanto, em cenarios de uso intensivo e
aplicagdo continua, esses compostos podem ser detectados em solos, dguas superficiais e
subterraneas, representando risco para ecossistemas aquaticos e organismos ndo alvo (Ore et
al., 2023).

A mobilidade ambiental desses pesticidas estd diretamente relacionada as suas
propriedades fisico-quimicas e as caracteristicas do solo. Em solos com baixo teor de matéria
organica, a adsorc¢ao ¢ reduzida, favorecendo processos de lixiviagdo e aumentando o risco de
contamina¢do de aguas subterraneas. Por outro lado, em solos ricos em matéria organica, a
retengdo tende a ser maior, reduzindo sua mobilidade. Apesar de apresentar menor potencial de
bioacumulagdo em comparagdo com compostos persistentes, a exposi¢ao cronica em ambientes
aquaticos pode causar efeitos subletais significativos em organismos ali presentes (Ore et al.,
2023).

Do ponto de vista toxicoldgico, a exposi¢ao humana aos organofosforados pode ocorrer
por vias oral, inalatoria e dérmica, sendo trabalhadores rurais e aplicadores os grupos mais
vulneraveis. Os efeitos agudos incluem sintomas colinérgicos classicos, como nduseas,

sudorese, broncoconstri¢ao, tremores e convulsdes (Jokanovi¢, 2018). Além disso, evidéncias
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recentes apontam para efeitos cronicos associados a exposi¢ao prolongada, incluindo disturbios
neurocomportamentais e possiveis impactos no desenvolvimento neurologico (Sidhu et al.,

2019).

2.1.1 Malathion

O Malathion ¢ um inseticida organofosforado amplamente empregado no controle de
pragas agricolas e em programas de satde publica destinados ao combate de vetores, como
mosquitos transmissores de doengas. Seu uso se tornou frequente devido a elevada eficiéncia
inseticida e ao custo relativamente acessivel quando comparado a outros pesticidas da mesma
classe. Apesar disso, o aumento da deteccdo desse composto em 4aguas superficiais e
subterrdneas tem gerado preocupacdo ambiental, principalmente em regides de intensa
atividade agricola (Ore et al., 2023; Gholamzadeh et al., 2025).

Diferentemente de alguns organofosforados mais persistentes, o malathion apresenta
degradacdo relativamente rdpida em determinadas condi¢cdes ambientais. Processos como
fotolise, hidrolise e biodegradagdo contribuem para sua transformagdo no meio ambiente.
Entretanto, um aspecto importante desse pesticida ¢ a formagdo do malaoxon, metabdlito
originado por oxidacdo que apresenta toxicidade significativamente maior que a molécula
original, principalmente devido a maior capacidade de inibi¢do da AChE (APVMA, 2024;
Abdelfattah et al., 2022).

A maior toxicidade do malaoxon esté relacionada a substitui¢do do grupo tiofosforila
(P=S) presente no malathion por um grupo fosforila (P=0), formando um metabolito com maior
afinidade pela enzima acetilcolinesterase. Como consequéncia, o malaoxon apresenta
capacidade significativamente superior de inibi¢do enzimatica e ¢ considerado o principal
responsavel pelos efeitos toxicos associados a exposicdo ao malathion. Estudos demonstram
que o malaoxon apresenta toxicidade substancialmente superior ao composto original, podendo
ser entre 22 e 33 vezes mais toxico dependendo da via de exposicao, além de apresentar maior
potencial de inibi¢do da acetilcolinesterase devido a sua estrutura oxonada (Krsti¢ ef al., 2008;
Tchounwou et al., 2015). Dessa forma, mesmo quando o malathion sofre degradagdo no
ambiente, a formag¢dao do malaoxon pode representar um aumento temporario do risco
toxicologico para organismos nao alvo e para a satide humana (APVMA, 2024; Tchounwou et
al., 2015).

A molécula do Malathion possui féormula molecular CioHisOsPS: € massa molar

aproximada de 330,36 g mol'. Sua estrutura contém grupos fosforoditioato e é&steres
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carboxilicos, que influenciam diretamente propriedades como estabilidade quimica,
solubilidade e interagdo com materiais adsorventes (Pubchem, 2026). Além disso, o composto
apresenta carater moderadamente hidrofobico, favorecendo interagdes com matéria organica

presente em solos e sedimentos (Rani et al., 2022).

Figura 1 — Estrutura molecular do Malathion e Malaoxon, respectivamente.
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Fonte: Adaptado de Pubchem (2026).

Embora o Malathion seja frequentemente descrito como menos toxico que outros
organofosforados, diversos estudos recentes demonstram que sua exposi¢do continua pode
causar impactos relevantes em organismos ndo alvo. Em ambientes aquéticos, por exemplo, o
pesticida estd associado a indug¢do de estresse oxidativo, danos celulares e alteragdes
fisiologicas em peixes e outros organismos aquaticos, mesmo em baixas concentragdes

ambientais (Khatib et al., 2023; Abdelfattah et al., 2022).
2.1.2 Clorpirifos

O Clorpirifés ¢ um inseticida organofosforado de amplo espectro utilizado durante
décadas no controle de diferentes pragas agricolas. Seu emprego ocorreu em culturas como
soja, milho, frutas e hortalicas, além de aplicacdes urbanas e veterindrias. Entretanto, nas
ultimas décadas, esse pesticida passou a ser amplamente discutido devido aos impactos
ambientais e aos possiveis efeitos neurotoxicos associados a exposi¢cao humana, especialmente
em exposi¢des prolongadas e em criangas (European Commission, 2023; EPA, 2024).

Uma das principais caracteristicas do Clorpirifos ¢ sua elevada estabilidade ambiental
quando comparado a outros pesticidas. A presenca de trés atomos de cloro em sua estrutura
quimica contribui para maior persisténcia em solos, sedimentos e matéria organica. Além disso,

0 composto apresenta baixa solubilidade em 4gua e elevada afinidade por fases organicas,
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fatores que favorecem sua adsorcdo e dificultam processos naturais de remoc¢ao em ambientes

contaminados (Wotejko et al., 2022; Sami et al., 2025).

Figura 2 — Estrutura molecular do Clorpirifos.
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Fonte: Adaptado de Pubchem (2026).

A contaminac¢do ambiental por Clorpirifés ocorre principalmente por processos de
lixiviagdo, escoamento superficial e transporte atmosférico apos aplicagdo agricola. Residuos
desse pesticida ja foram detectados em aguas superficiais, sedimentos, alimentos e até¢ em
amostras biologicas humanas, demonstrando a ampla dispersao ambiental do composto (Kumar

etal., 2023).

2.1.3 Dissulfoton

O Dissulfoton ¢ um pesticida pertencente a classe dos organofosforados que foi
amplamente utilizado no controle de insetos em diferentes culturas agricolas, principalmente
devido a sua agdo sistémica. Apos a aplicagdo, o composto pode ser absorvido pela planta e
distribuido pelos tecidos vegetais, permitindo prote¢do mais prolongada contra determinadas
pragas. Seu uso ocorreu por muitos anos em culturas como milho, algodao, café¢ e amendoim,
embora atualmente exista maior preocupagdo relacionada aos impactos ambientais e
toxicoldgicos associados a esse pesticida (EPA, 2024; Kaur ef al., 2022).

Uma caracteristica importante do Dissulfoton ¢ sua elevada toxicidade quando
comparado a outros pesticidas organofosforados. Isso ocorre principalmente pela sua

capacidade de inibir a enzima acetilcolinesterase, interferindo diretamente na transmissdo dos
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impulsos nervosos (ATSDR, 2021). Em casos de exposi¢do aguda, podem ocorrer sintomas
como nauseas, tremores musculares, dificuldade respiratéria e alteragdes neurologicas. Além
dos efeitos em humanos, estudos também relatam impactos negativos em organismos aquaticos
e espécies nao alvo expostas a residuos do pesticida presentes no ambiente (Montouri ef al.,
2022; Fent, 2014; Mosallaei et al., 2024).

Do ponto de vista quimico, o Dissulfoton possui formula molecular CsHioO2PSs e
apresenta trés atomos de enxofre em sua estrutura. Essa composicao influencia diretamente
propriedades como estabilidade, reatividade e comportamento ambiental do composto. Em
geral, o pesticida apresenta baixa solubilidade em dgua e maior afinidade por matéria organica,

favorecendo sua adsor¢@o em solos e sedimentos contaminados (ATSDR, 2021).

Figura 3 — Estrutura molecular do Dissulfoton.

Fonte: Adaptado de Pubchem (2026).

Outro fator relevante ¢ a formagao de produtos de transformacao no ambiente. Durante
processos oxidativos, o Dissulfoton pode originar metabdlitos como dissulfoton sulféxido e
dissulfoton sulfona, compostos que também apresentam toxicidade significativa (Fent, 2014).
Dessa forma, mesmo apoOs processos parciais de degradagdo, ainda existe potencial risco
ambiental associado a presenga desses residuos em matrizes ambientais, principalmente em
regides de intensa atividade agricola (Montouri et al., 2022).

Em ambientes aquéticos, a presenga desse pesticida tem sido associada a contaminacao
causada por lixiviagdo e escoamento superficial apos aplicagao agricola. Embora o Dissulfoton
apresente menor persisténcia que pesticidas organoclorados classicos, sua toxicidade elevada
faz com que mesmo pequenas concentracdes possam representar risco para organismos

aquaticos e para a qualidade ambiental das aguas contaminadas (Mosallaei et al., 2024).
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2.2 EXTRACAO EM FASE SOLIDA

A extragdao em fase solida (SPE, do inglés Solid Phase Extraction) tornou-se uma das
técnicas mais relevantes no preparo de amostras em quimica analitica. Sua principal funcao ¢
isolar, purificar ou concentrar compostos de interesse em matrizes complexas, como aguas,
alimentos, fluidos biologicos e solos, por meio de um material soélido capaz de reter
seletivamente os analitos. Nas ultimas décadas, a SPE deixou de ser apenas uma alternativa a
extracdo liquido-liquido e passou a ocupar papel central em protocolos analiticos de rotina,
sobretudo quando associada a técnicas de alta sensibilidade, como a cromatografia liquida ¢ a
gasosa acopladas a espectrometria de massas (LC-MS e GC-MS) (Badawy et al., 2022; Zhou
etal., 2024).

O funcionamento da SPE baseia-se em interacdes fisico-quimicas entre o analito e o
sorvente, que podem envolver desde forgas hidrofébicas e interagdes m—m até complexacdes
metalicas. A eficiéncia do processo, no entanto, depende de fatores como pH, forga idnica, tipo
de solvente e tempo de contato. Alguns estudos mostram ainda que a técnica pode introduzir
vieses na retencdo de certas fracoes, como observado em analises ambientais de matéria
organica dissolvida, evidenciando a importancia de avaliar suas limitagdes metodologicas (Du

et al., 2024; Moody, 2020).

Figura 4 — Etapas da extragdo em fase solida.
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Entre os avangos mais significativos da SPE estdo os novos materiais sorventes. Os
polimeros moleculares impressos (MIPs), por exemplo, tém sido empregados para a
determinagdo seletiva de farmacos e hormodnios, oferecendo maior especificidade em
comparagdo as fases cldssicas de silica C18 (Mpupa, 2021). Os nanomateriais magnéticos
(MSPE), por sua vez, destacam-se pela rapidez, baixo consumo de solvente e pela possibilidade
de separacdo com imas, o que simplifica etapas e reduz custos (Mahdavijalal et al., 2024).
Também ganham espago os metal-organic frameworks (MOFs) e covalent organic frameworks
(COFs), que apresentam elevada area superficial e porosidade ajustdvel, embora ainda
enfrentem limitagdes quanto a estabilidade em matrizes aquosas (Hashemi ef al., 2017). Nesse
cenario, biossorventes de residuos de café, como casca e borra, também tém se mostrado
alternativas promissoras para a pré-concentracdo de pesticidas, combinando baixo custo,
abundancia e bons resultados analiticos (Rocha et al., 2024; Lita et al., 2023; Milankovi¢ et al.,
2024). Paralelamente, materiais hibridos e silicas funcionalizadas seguem como escolhas
frequentes em analises de rotina, agora em versdes mais seletivas e ambientalmente sustentaveis
(Badawy et al., 2022).

Além dos diferentes sorventes, a SPE também evoluiu em seus formatos. O uso
tradicional em cartuchos continua comum, mas abordagens dispersivas, como o d-SPE e o
QuEChERS, consolidaram-se como padrdo em analises de pesticidas em alimentos, devido a
praticidade e rapidez (Peter et al., 2024). A microextragdo em fase solida (SPME), por sua vez,
ganhou destaque como alternativa miniaturizada, sem uso de solventes, e cada vez mais
integrada a sistemas cromatograficos, acelerando processos e reduzindo a geragdo de residuos
(Keerthana et al., 2024).

As aplicagoes da SPE refletem essa diversidade de formatos. Na area clinica, protocolos
automatizados sao utilizados para a extracdo de biomarcadores e farmacos em fluidos
bioldgicos (Gu et al., 2025). No monitoramento ambiental, a técnica continua indispensavel na
deteccao de contaminantes emergentes, como pesticidas e PFAS, em aguas e solos (Du ef al.,
2024). Ja no setor alimenticio, o QUEChERS modificado firmou-se como método de rotina para

analise de residuos de pesticidas em diferentes matrizes (Peter et al., 2024).

2.3 RESIDUOS DE CAFE COMO BIOSSORVENTES

Os residuos gerados pela cadeia produtiva do café, como a casca, a polpa, o pergaminho
e a borra de café, tém despertado grande interesse como materiais adsorventes devido a sua

elevada disponibilidade, baixo custo e composicao lignoceluldsica. Esses residuos sdo
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formados principalmente por celulose, hemicelulose, lignina, compostos fendlicos e fragdes
carbondceas, além de apresentarem grupos funcionais como hidroxilas, carboxilas, carbonilas
e fenois, que podem atuar como sitios ativos para a retengao de contaminantes em meio aquoso
(Quyen et al., 2021; Flores et al., 2024; Pilto et al., 2025). Esses grupos favorecem mecanismos
como interagdes eletrostaticas, ligacdes de hidrogénio, complexacdo, preenchimento de poros
e intera¢des m—7, dependendo da natureza do contaminante e do tratamento aplicado ao residuo
(El-Shafie et al., 2024; Pilto et al., 2025).

Entre esses materiais, a casca de café se destaca por ser um residuo agricola gerado em
grande quantidade durante o beneficiamento dos graos. Estudos recentes demonstram que a
casca pode ser utilizada tanto in natura quanto apds tratamentos quimicos ou térmicos para a
remocdo de corantes, metais e outros poluentes. Quyen et al. (2021) produziram um
biossorvente derivado da casca de café para remogdo de Pb** e Cd* em 4guas residuais,
destacando a importancia da modificagdo alcalina para aumentar a area superficial e os grupos
funcionais disponiveis. De modo semelhante, Pilto ez al. (2025) compararam casca de café bruta
e tratada com 4cido para remocao do corante vermelho Congo, observando que o tratamento
acido aumentou a porosidade e melhorou o desempenho adsortivo do material.

A casca de café também vem sendo explorada na forma de biocarvao e hidrocarvao.
Mukarunyana et al. (2026) avaliaram hidrocarvdes e biocarvoes obtidos de polpa e casca de
café para remogdo de polifendis e pesticidas em aguas residuais do processamento cafeeiro,
aproximando esse tipo de material de aplicagdes ambientais reais. Além disso, estudos com
biocarvao de casca de café indicam boa eficiéncia na remog¢do de agroquimicos e metais,
reforcando seu potencial como alternativa sustentivel para tratamento de efluentes
contaminados (Puari et al., 2026).

A borra de café, por sua vez, ¢ um residuo gerado apds o preparo da bebida e possui
composicao rica em carbono, lipidios, polissacarideos e compostos aromaticos. Essa estrutura
favorece sua aplicacdo como adsorvente para contaminantes organicos e inorganicos. Flores ef
al. (2024) desenvolveram um biossorvente formado por borra de café e alginato de célcio para
remocdo de azul de metileno, obtendo elevada capacidade maxima de adsorcdo e boa
estabilidade em ampla faixa de pH. Ja El-Shafie et al. (2024) utilizaram biocarvao de borra de
café impregnado com oOxido de niquel para remocdo dos antibidticos daunorrubicina e
tigeciclina, demonstrando que modificagdes na superficie podem aumentar a area especifica e
melhorar a retengao de contaminantes farmacéuticos.

Além de corantes, metais e farmacos, os residuos de café também tém sido aplicados na

remogao de pesticidas. Milankovi¢ et al. (2023) estudaram a borra de café como adsorvente
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para malathion e clorpirifés, dois pesticidas organofosforados de relevancia ambiental,
enquanto Milankovi¢ et al. (2024) avaliaram borra de café ativada com KOH para remocgao de
xenobioticos organofosforados em agua. Esses trabalhos mostram que a borra pode ser
empregada ndo apenas no tratamento de dguas contaminadas, mas também como material de
interesse para etapas de extracdo, pré-concentracdo e preparo de amostras em métodos
analiticos (Milankovi¢ et al., 2023; Milankovi¢ et al., 2024).

O uso de residuos de café como adsorventes esta diretamente relacionado aos principios
da Quimica Verde, principalmente por promover o reaproveitamento de residuos, reduzir a
dependéncia de adsorventes sintéticos de maior custo e estimular processos mais sustentaveis.
Essa abordagem também se aproxima da economia circular, pois transforma subprodutos
agroindustriais e domésticos em materiais de maior valor agregado para remediacdo ambiental
e desenvolvimento de métodos analiticos mais limpos (Pongsiriyakulet al., 2024; Dari et al.,
2025).

Apesar do bom desempenho dos residuos in natura, tratamentos quimicos sao
frequentemente empregados para melhorar suas propriedades adsortivas. A acidificagdo, por
exemplo, pode remover impurezas minerais, aumentar a exposi¢do de grupos oxigenados e
modificar a carga superficial do material. No caso da casca de café, Pilto er al. (2025)
observaram que o tratamento com HCIl aumentou a porosidade e favoreceu a adsor¢ao do
vermelho Congo. Para a borra de café, Akindolie e Choi (2022) ativaram a superficie com acido
fosfoérico para melhorar a remocao de azul de metileno, enquanto Araya-Sibaja et al. (2025)
compararam diferentes formas de limpeza e modificacdo da borra, incluindo tratamento com

HNO:s, observando aumento de grupos funcionais € melhora na adsorc¢ao.

2.4 ESPECTROMETRIA DE MASSAS

A espectrometria de massas € uma das técnicas instrumentais mais importantes da
quimica analitica moderna, sendo amplamente utilizada na identificacdo, confirmagdo
estrutural e quantificacdo de compostos quimicos em diferentes matrizes. Sua aplicacdo tem
crescido significativamente nas ultimas décadas devido a elevada sensibilidade analitica,
rapidez de andlise e capacidade de detectar compostos em niveis traco, caracteristicas
fundamentais para dreas como monitoramento ambiental, anélises farmacéuticas, toxicologia,
metabolomica e determinacdo de residuos de pesticidas (Ramadan et al., 2024). Em anélises
ambientais, especialmente, a técnica tornou-se essencial para a determina¢ao de contaminantes

presentes em concentragcdes muito baixas € em matrizes complexas, nas quais técnicas
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convencionais frequentemente apresentam limitacdes de seletividade (KerSnakova et al., 2024;
Tarabek et al., 2024).

O principio geral da espectrometria de massas baseia-se na conversao das moléculas
presentes na amostra em ions em fase gasosa, seguida da separagdo desses ions conforme sua
razdo massa/carga (m/z) e posterior deteccdo. De forma simplificada, um espectrometro de
massas ¢ composto por trés partes principais: fonte de ionizagdo, analisador de massas e
detector. Inicialmente, os compostos sdo ionizados, produzindo espécies carregadas
eletricamente; posteriormente, os ions formados sdo separados de acordo com seus valores de
m/z; por fim, o detector converte os sinais i6nicos em dados analiticos, gerando o espectro de
massas caracteristico do analito (De Hoffmann; Stroobant, 2013).

A eficiéncia da técnica depende diretamente da forma como os compostos sao ionizados.
Entre as fontes de ionizagao mais utilizadas em quimica analitica destacam-se a ionizagdo por
impacto de elétrons (EI), frequentemente aplicada em GC-MS, e a ionizagdo por eletrospray
(ESI), amplamente empregada em sistemas de LC-MS. A ESI apresenta elevada eficiéncia para
compostos polares, termicamente instaveis € pouco volateis, tornando-se particularmente
importante na determinacdo de pesticidas, farmacos e contaminantes emergentes em matrizes
ambientais (Kruve et al., 2015).

A associacao entre cromatografia liquida e espectrometria de massas representou um
avango significativo para a quimica analitica ambiental. Enquanto a cromatografia liquida
promove a separa¢do dos compostos presentes na amostra, a espectrometria de massas fornece
elevada seletividade molecular e confirmagao estrutural dos analitos. Dessa forma, a LC-MS
tornou-se uma das técnicas mais empregadas em métodos multiclasses e multirresiduos,
especialmente na determinacdo de pesticidas em aguas superficiais, dguas subterraneas,
sedimentos e alimentos (Zhang et al., 2023; KerSnakova et al., 2024).

Entre as diferentes configuragdes instrumentais disponiveis, a espectrometria de massas
em fandem (MS/MS) se destaca devido a sua elevada seletividade analitica. Nessa
configuracdo, um ion precursor ¢ inicialmente selecionado, fragmentado em uma célula de
colisdo e, posteriormente, os ions produto gerados sdo monitorados. Esse processo reduz
significativamente interferéncias provenientes da matriz e aumenta a confiabilidade da
identificacao dos compostos analisados (Harris, 2023).

Os sistemas do tipo triplo quadrupolo estdo entre os mais utilizados em analises
quantitativas por LC-MS/MS. Nesses equipamentos, o primeiro quadrupolo (Q1) seleciona o
ion precursor de interesse; o segundo quadrupolo (Q2), conhecido como célula de colisdo,

promove a fragmentagao dos ions por dissociagdo induzida por colisdo; e o terceiro quadrupolo
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(Q3) seleciona fragmentos especificos produzidos durante a fragmentagdo. Essa configuragdo
¢ amplamente utilizada em métodos quantitativos por monitoramento de reagdes selecionadas
(SRM), nos quais transigdes especificas precursor/produto sao acompanhadas para cada analito
(De Hoffmann; Stroobant, 2013).

A utilizagdo do modo SRM ou Multiple reaction monitoring (MRM) proporciona
elevada seletividade e sensibilidade analitica, sendo particularmente importante em analises
ambientais de pesticidas em niveis tragco. Em métodos multirresiduos, diferentes compostos
podem apresentar massas semelhantes ou coeluir durante a separagdo cromatografica. Nesse
contexto, o monitoramento de transi¢des especificas precursor-produto reduz interferéncias da
matriz ¢ aumenta significativamente a confiabilidade da identificagdo e quantificagdo dos
analitos. Em comparacdo aos detectores UV-DAD, cuja identificagdo ¢ baseada principalmente
no tempo de retengao e no espectro de absorc¢ao no ultravioleta, a espectrometria de massas em
modo MRM fornece uma etapa adicional de seletividade por meio da sele¢do de ions
precursores e produtos caracteristicos de cada composto. Essa caracteristica minimiza
problemas decorrentes da coeluicao de interferentes da matriz e permite a determinagdo de
contaminantes em concentragcdes significativamente menores do que aquelas normalmente
alcangadas por detectores espectrofotométricos (Kersnakova et al., 2024). Além disso, a técnica
possibilita atingir baixos limites de deteccdo e quantificagdo mesmo em matrizes complexas,
caracteristica essencial para o monitoramento ambiental de contaminantes organicos.

Outro aspecto importante em métodos por LC-MS/MS envolve os efeitos de matriz,
fendmeno que pode causar supressao ou intensificacdo do sinal analitico devido a presenca de
compostos coextraidos da amostra. Esses compostos podem competir com os analitos durante
o processo de ioniza¢do na fonte do espectrometro de massas, reduzindo a eficiéncia de
formagao dos ions e causando supressao do sinal, ou, em alguns casos, favorecendo a ionizagao
e promovendo sua intensificagdo. Como consequéncia, a resposta instrumental pode ser
subestimada ou superestimada, comprometendo a exatiddo e a precisdo das determinagdes
quantitativas. Segundo Kersiidkova et al. (2024), os efeitos de matriz continuam sendo um dos
principais desafios em métodos multiclasses para analise de pesticidas, firmacos e substancias
perfluoroalquiladas em 4guas subterraneas. Dessa forma, etapas de preparo de amostra, como
a extracao em fase so6lida (SPE), desempenham papel fundamental na remocgao de interferentes,
na reducao dos efeitos de matriz e no aumento da seletividade analitica.

Nos tltimos anos, a espectrometria de massas também passou por avancos relacionados
ao desenvolvimento de equipamentos de alta resolu¢do, como Orbitrap e quadrupolo com

tempo de voo (QTOF). Esses sistemas permitem analises direcionadas e ndo direcionadas,
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possibilitando a investigagdo simultinea de centenas de compostos em uma Unica corrida
analitica. Diferentemente dos métodos convencionais, que monitoram analitos previamente
definidos, a espectrometria de massas de alta resolucdo permite a identificacdo de
contaminantes desconhecidos ou ainda ndo monitorados rotineiramente (Tarabek et al., 2024).

Tarabek et al. (2024), por exemplo, utilizaram LC-HRMS/MS associada a bibliotecas
espectrais para investigar contaminantes organicos em aguas superficiais, subterraneas,
sedimentos e lodos. O estudo identificou aproximadamente 870 compostos em 275 amostras
ambientais, demonstrando o potencial da técnica para programas modernos de monitoramento
ambiental. Da mesma forma, Ramadan et al. (2024) desenvolveram um método por SPE-LC-
MS/MS para determinagdo simultdnea de contaminantes emergentes em matrizes aquaticas,
obtendo recuperagdes entre 72 ¢ 114% e baixos limites de deteccao, evidenciando a elevada

aplicabilidade da técnica em analises ambientais.

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver, otimizar e determinar as figuras de mérito de uma metodologia analitica
baseada na utilizagdo de borra de café acidificada como biossorvente associada a cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massas tandem para extragao, identifica¢do e determinagao

dos pesticidas organofosforados clorpirifos, dissulfoton e malathion em amostras ambientais.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Otimizar extracao solido-liquido utilizando borra de café acidificada;

e Otimizar método de identificagdo dos pesticidas organofosforados clorpirifos,
dissulfoton e malathion por cromatografia liquida acoplado a espectrometria de massas
tandems;

e Averiguar a eficicia da borra de café acidificada como biossorvente na extracdo de
padrdes de clorpirifos, dissulfoton e malathion;

e Determinar as figuras de mérito a partir de parametros estabelecidos por 6rgaos
reguladores;

e Aplicar a metodologia otimizada na analise de amostras ambientais reais.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 REAGENTES E SOLUCOES

Foram prepaparadas solu¢des padrao de malathion, dissulfoton e clorpirifoés (Sigma-
Aldrich, Steinheim, Alemanha), cada uma na concentragao de 1000 mg L', utilizando metanol
grau HPLC (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha) como solvente. Ap6s o preparo, os estoques
foram mantidos sob condi¢des de refrigeracdo. O mesmo solvente e acido féormico (Biotec,
Londrina, Brasil) foram empregados na formulagdo das fases moéveis.

As solugdes aquosas empregadas ao longo dos experimentos foram obtidas com agua
ultrapura proveniente de um sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, EUA), com resistividade de

18,2 MQ.cm.

4.2 OTIMIZACAO DAS CONDICOES DE ANALISE

4.2.1 Otimizacao das condi¢coes MS/MS

Para a realizagdo das analises, foi utilizado um sistema LC-MS/MS 8030 (Shimadzu®,
Kyoto, Japao), com analisador triplo quadrupolo e fonte de ionizagao por electrospray (ESI). A
defini¢do das condi¢des do espectrometro de massas foi feita a partir da inje¢do direta de
solucdes padrao dos analitos, na concentragdo de 1,0 mg L™, etapa em que também se ajustaram
manualmente as transi¢des m/z, a voltagem do cone e a energia de colisdo, buscando maior
intensidade de resposta. Paralelamente, parametros operacionais do equipamento, como as
temperaturas da interface e do bloco de aquecimento, além das vazdes dos gases de nebulizagao
e secagem, foram regulados conforme o desempenho observado.

A fase movel adotada consistiu em uma mistura de metanol com 1% de acido férmico
e agua, na propor¢ao 80:20, baseada em métodos ja descritos para determinagdo de pesticidas
por LC-MS/MS (Lee e Kim, 2020). As analises foram conduzidas com vazao de 0,4 mL min™!
e volume de injecao de 20 puL, sem o uso de coluna cromatografica. Os dados obtidos durante

as analises foram registrados e processados no software LabSolutions®.
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4.3 OTIMIZACAO DO SISTEMA DE EXTRACAO EM FASE SOLIDA

Neste estudo, utilizou-se como fase adsorvente a borra de café previamente acidificada,
sendo aproximadamente 5 mg do material condicionados em cartuchos de SPE de
polipropileno. O processo de extragdo foi conduzido com auxilio de um sistema a vacuo,
composto por uma bomba (Prismatec, Itu, Sdo Paulo, Brasil) acoplada a um manifold (PrepSep

12-Port Vacuum Manifold, Sao Paulo, Brasil).

4.3.1 Sintese do biossorvente

A borra de café acidificada utilizada como fase adsorvente na extragdo em fase solida foi
preparada conforme metodologia descrita por de Souza ef al. (2026). Inicialmente, a borra de
café residual foi lavada repetidamente com agua destilada aquecida a 90 °C até que a dgua de
lavagem se tornasse incolor, visando a remog¢ao de compostos soltveis residuais. Em seguida,
o material foi seco em estufa a 80 °C por 48 h. Apoés a secagem, 30,0 g da borra foram
adicionados a 200 mL de solucdo de acido citrico 0,6 mol L™ e mantidos sob agitacdo magnética
continua a 60 °C durante 12 h. Posteriormente, a temperatura foi elevada para 100 °C para
promover a evaporacdo do solvente até proximo da secura. O material obtido foi entdo lavado
exaustivamente com agua destilada por filtracdo a vacuo até que o filtrado apresentasse pH
neutro, removendo residuos de acido citrico ndo ligados a superficie. Por fim, a borra de café
modificada foi seca em estufa a 80 °C por 24 h, obtendo-se a borra de café acidificada, utilizada
como biossorvente nos experimentos de extracao em fase solida.

O tratamento acido promove a introducao de grupos carboxilicos (-COOH) na superficie
do material, aumentando o ntimero de sitios ativos e favorecendo a adsor¢do dos analitos por

mecanismos de interacdo superficial.

4.3.2 Condicoes iniciais de extra¢ao/concentraciao

Antes das extragdes, alguns parametros foram definidos com base nas caracteristicas da
matriz, no comportamento esperado dos analitos e em informagdes disponiveis na literatura,
servindo como ponto de partida para os testes.

Os cartuchos contendo a borra de café acidificada passaram inicialmente por uma etapa
simples de condicionamento com 1 mL de agua ultrapura, com o objetivo de preparar o material

para o contato com a amostra. As amostras de agua, coletadas na regido de Alfenas, foram
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previamente filtradas em membranas de 0,28 um e utilizadas sem ajuste de pH, empregando-
se um volume inicial de 5 mL.

Durante a etapa de percolagdo, a vazao foi controlada pelas valvulas do préprio
manifold, sendo mantida em aproximadamente 1 mL min™'. Apds a retencdo dos analitos,
realizou-se a etapa de elui¢do com 0,5 mL de metanol. O eluato obtido foi entdo filtrado em

membranas de PTFE de 0,45 um antes das analises.

4.3.3 Otimizacao das condicoes de extracio utilizando planejamento fatorial fracionario

25-1

Para investigar os fatores que mais influenciam o desempenho da extracdao, empregou-
se um planejamento fatorial fracionario envolvendo cinco varidveis experimentais. Essa
abordagem permitiu avaliar simultaneamente os principais parametros relacionados ao processo
de adsor¢do e eluicdo dos pesticidas, reduzindo o nimero de experimentos necessarios.

As variaveis estudadas foram: pH de condicionamento do cartucho, pH da amostra,
massa de biossorvente, volume de amostra e volume de eluente. Os niveis avaliados para cada
parametro foram definidos com base em estudos preliminares e em dados reportados na
literatura para extracao de pesticidas por SPE.

Os ajustes de pH foram realizados utilizando solugdes de acido foérmico a 10% e
hidroxido de amoénio 0,1 mol L™'. Durante a etapa de condicionamento, os cartuchos foram
preparados com dgua ultrapura, enquanto a eluicao dos analitos foi realizada utilizando metanol,
escolhido devido a afinidade com os compostos organofosforados investigados.

A matriz experimental foi construida utilizando niveis codificados em valores inferiores
(—1), superiores (+1) e ponto central (0), sendo este ultimo realizado em triplicata para avaliagdo
da repetibilidade experimental. Os valores empregados no planejamento estdo apresentados na
Tabela 1.

Ap6s cada ensaio, os extratos obtidos foram submetidos a analise por LC-MS/MS nas

condi¢des previamente otimizadas.

Tabela 1 — Valores do planejamento fatorial fracionério.

continua)
pH pH Massa Volume Volume
Experimentos | condicionamento amostra (mg) de amostra | de eluente

1 3 (-1) 3 (-1) 25 (-1) 1 (-1) 2 (1)
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Tabela 1 — Valores do planejamento fatorial fracionario.

(conclusdo)
pH pH Massa Volume Volume
Experimentos | condicionamento | amostra (mg) de amostra | de eluente

2 11 (1) 3(-1) 25 (-1) 1(-1) 0,5 (-1)
3 3(-1) 11 (1) 25 (-1) 1(-1) 0,5 (-1)
4 11 (1) 11 (1) 25 (-1) 1(-1) 2(1)
5 3(-1) 3(-1) 200 (1) 1(-1) 0,5 (-1)
6 11 (1) 3(-1) 200 (1) 1(-1) 2 (1)
7 3(-1) 11 (1) 200 (1) 1(-1) 2(1)
8 11 (1) 11 (1) 200 (1) 1(-1) 0,5 (-1)
9 3(-1) 3(-1) 25 (-1) 10 (1) 0,5 (-1)
10 11 (1) 3(-1) 25 (-1) 10 (1) 2(1)
11 3(-1) 11 (1) 25 (-1) 10 (1) 2(1)
12 11 (1) 11 (1) 25 (-1) 10 (1) 0,5 (-1)
13 3(-1) 3(-1) 200 (1) 10 (1) 2(D)
14 11 (1) 3(-1) 200 (1) 10 (1) 0,5 (-1)
15 3(-1) 11 (1) 200 (1) 10 (1) 0,5 (-1)
16 11 (1) 11 (1) 200 (1) 10 (1) 2(1)
17 7 (0) 7 (0) 100 (0) 5(0) 1(0)
18 7 (0) 7 (0) 100 (0) 5(0) 1(0)
19 7 (0) 7 (0) 100 (0) 5 (0) 1(0)

Fonte: de Souza et al. (2026).

Para comparar simultaneamente o desempenho das diferentes condi¢cdes experimentais
para os trés pesticidas estudados, foi utilizada a resposta multipla (RM), calculada de acordo

com a Equagdo 1.

x y z

Equagdo (1) : RM = ——— —— —
maitor area maitor area malor area

Em que x, y e z correspondem as areas cromatograficas obtidas para malathion,
dissulfoton e clorpirifos, enquanto os denominadores correspondem aos maiores valores de area
obtidos para cada um desses compostos. A normaliza¢do das respostas individuais permite
comparar simultaneamente o desempenho das condi¢des avaliadas para os trés pesticidas,
minimizando a influéncia das diferengas de resposta instrumental entre os compostos. Dessa
forma, maiores valores de resposta RM indicam melhor desempenho global do sistema de

extracao.
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4.3.4 Avaliacio da etapa de limpeza na extracio

Buscando melhorar a qualidade das andlises € minimizar possiveis interferéncias da
matriz, foi incluida uma etapa adicional de limpeza no procedimento. Essa etapa foi realizada
apods a passagem da amostra pelos cartuchos contendo a borra de café acidificada e antes da
eluicdo dos analitos.

Para isso, 1 mL de dgua ultrapura foi percolado pelo cartucho, promovendo a remocgao
de compostos interferentes fracamente retidos. Em seguida, realizou-se a eluigao com 0,5 mL

de metanol. Os extratos obtidos foram entdo analisados por LC-MS/MS.

4.3.5 Avaliacao do efeito de memoria

Para verificar a ocorréncia de efeito de memoria no material, foi testada uma etapa de
lavagem dos cartuchos ao longo de extragdes sucessivas. Nesse procedimento, foram realizadas
dez extragOes consecutivas utilizando os cartuchos contendo a borra de café acidificada.

Entre cada extragdo, aplicou-se uma etapa de limpeza com 1 mL de metanol contendo
0,1% de acido formico, percolado pelo cartucho antes do préximo ciclo. Apds cada extragao,
os extratos obtidos foram analisados por LC-MS/MS, permitindo avaliar possiveis sinais

residuais entre as etapas.

4.4 FIGURAS DE MERITO

4.4.1 Linearidade

A linearidade do método foi avaliada de acordo com os critérios recomendados pelo
documento SANTE/11312/2021, amplamente utilizado na validacio de métodos para
determinagdo de residuos de pesticidas.

Para essa etapa, foram preparadas curvas analiticas em matriz utilizando amostras de
agua provenientes da regido de Alfenas/MG. As analises foram realizadas em seis repeti¢des
para cada nivel de concentracao, buscando verificar a relagdo entre a resposta instrumental e a
concentracao dos analitos.

No caso do malathion, a faixa estudada compreendeu concentragdes entre 5,0 e 250,0
pg L', Para o dissulfoton e o clorpirifos, as curvas foram construidas utilizando concentragdes

entre 25,0 € 250,0 pg L.
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Os dados obtidos foram submetidos a regressao linear para obtencdo das equagdes das
curvas analiticas e dos coeficientes de correlacdo (r). O método foi considerado linear quando
os valores de “r” apresentaram resultados iguais ou superiores a 0,99, indicando adequada

proporcionalidade entre concentracao e resposta analitica.

4.4.2 Precisao e Exatidao

A precisao e a exatiddo do método foram determinadas por meio de andlises em
condi¢cdes de repetibilidade e reprodutibilidade, utilizando amostras de agua fortificadas com
os pesticidas estudados em diferentes niveis de concentragao.

As analises foram realizadas em seis repeti¢des (n = 6). Para o malathion, empregaram-
se concentragdes de 5,0; 100,0 e 250,0 ug L'. Ja para o dissulfoton e o clorpirifos, foram
utilizadas concentragdes de 25,0; 100,0 e 250,0 pg L.

A repetibilidade foi avaliada por andlises realizadas no mesmo dia, enquanto a
reprodutibilidade foi investigada em dias distintos, permitindo verificar a estabilidade do
método ao longo do tempo.

Os resultados de precisdo foram expressos em coeficiente de variagdo (CV), enquanto a
exatiddo foi calculada utilizando o erro padrdo relativo (EPR), conforme apresentado nas
Equacdes 2 e 3

O método foi considerado adequado quando os valores de CV e EPR permaneceram
dentro dos limites recomendados pelo documento SANTE/11312/2021, sendo aceitos valores
de até¢ 20% para o limite de quantificagdo e inferiores a 15% para as demais concentragdes

avaliadas.

Desvio Padrao

Equagdo (2): CV = ( ) x 100%

Concentragio média experimental

Concentraciao média experimental—Concentragio Teorica

Equagdo (3): EPR = ( )x 100%

Concentragio Tedrica
4.4.3 Limites de quantificacdo e detec¢io

O limite de quantificagdo (LQ) foi definido como a menor concentragdo capaz de ser

determinada de forma confidvel pelo método, apresentando niveis aceitdveis de precisdo e
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exatiddo. Esse parametro foi estabelecido experimentalmente a partir do menor nivel de
concentragdo que atendeu aos critérios adotados.

Ja o limite de detec¢do (LD) correspondeu a menor concentracdo em que foi possivel
detectar a presenc¢a do analito, mesmo sem garantir quantificagdo precisa. A estimativa desse
parametro foi realizada considerando a relagdo sinal/ruido obtida nas anélises cromatograficas.

Os valores obtidos para LD e LQ foram utilizados para avaliar a sensibilidade do método
desenvolvido para determinacdo dos pesticidas organofosforados em amostras de agua

ambiental.

4.5 EFEITO DE MATRIZ

O efeito de matriz foi avaliado a partir da comparagdo entre curvas analiticas preparadas
em solvente e curvas obtidas utilizando extratos da propria matriz. Essa avaliac¢ao foi realizada
para os pesticidas malathion, clorpirifés e dissulfoton, com o objetivo de verificar possiveis
interferéncias da matriz na resposta analitica do método.

Inicialmente, foi feita uma comparagao visual entre as curvas analiticas por meio dos
coeficientes angulares obtidos nas regressdes lineares, observando possiveis alteragdes na
inclinacao das retas na presen¢a da matriz.

Posteriormente, o efeito de matriz foi determinado de forma quantitativa utilizando os
coeficientes angulares das curvas obtidas em solvente puro e em extrato de matriz, conforme
apresentado na Equacgdo 4. Para isso, comparou-se o coeficiente angular da curva preparada em
solvente (Ssolvente) cOm aquele obtido para a curva em matriz (Sexwato), permitindo expressar o

efeito de matriz em porcentagem.

Equac;ﬁo (4): EM% = Sextrato—Ssolvente x 100

Ssolvente

4.6 ANALISE EM AMOSTRAS REAIS

Apos as etapas de otimizacdo e determinacdo das figuras de mérito, o método foi
aplicado a analise de quatorze amostras de agua ambiental coletadas na regido de Alfenas/MG
e cidades vizinhas.

As amostras passaram por filtracdo logo apos a coleta e foram armazenadas em frascos

de vidro ambar, sendo mantidas sob refrigeracdo at¢é o momento das andlises. Antes da
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aplicagdo do método, realizou-se o ajuste de pH para 3,0 utilizando solucao de acido féormico

na concentrac¢do 0,1 mol L.

4.7 AVALIACAO DA SUSTENTABILIDADE PELO AGREEprep

A avaliagdo da sustentabilidade do método analitico desenvolvido foi realizada
utilizando a ferramenta AGREEprep, proposta para analisar o grau de aderéncia de
procedimentos de preparo de amostras aos principios da Quimica Analitica Verde e Sustentavel.
Essa métrica baseia-se nos dez principios do preparo de amostras verde, permitindo uma analise
visual e quantitativa da sustentabilidade do método empregado (Wojnowski et al., 2022).

O software AGREEprep gera um diagrama circular dividido em dez sec¢des, em que
cada uma representa um principio relacionado ao preparo de amostras, como redugdao do
consumo de solventes, minimizagdo da geragdo de residuos, diminui¢do do gasto energético,
seguranga do analista, simplificacdo das etapas analiticas e uso de materiais renovaveis. A
ferramenta fornece uma pontuagao final variando de 0 a 1, sendo que valores mais proximos de
1 indicam maior sustentabilidade do método avaliado (Wojnowski ef al., 2022).

Para a aplicacdo do AGREEprep neste trabalho, foram considerados os parametros
experimentais utilizados durante o procedimento de extra¢do em fase solida, incluindo volume
de amostra, quantidade de adsorvente empregada, consumo de solventes organicos, nimero de
etapas analiticas, geragdo de residuos e caracteristicas do biossorvente utilizado. Também
foram levados em considerag¢do aspectos relacionados a seguranga operacional e ao impacto

ambiental dos reagentes empregados.

S RESULTADOS

5.1 OTIMIZACAO DOS PARAMETROS MS/MS

A etapa de otimizagdo dos parametros MS/MS foi realizada buscando obter maior
sensibilidade e seletividade para a detecg¢@o dos pesticidas estudados. Para isso, solugdes padrao
dos analitos preparadas em metanol na concentracdo de 1 ug L! foram introduzidas diretamente
no sistema, permitindo avaliar individualmente o comportamento de ionizagao e fragmentagdo
de cada composto.

Inicialmente, foram investigados os modos de ionizagdo disponiveis no equipamento,

sendo observado melhor desempenho analitico no modo positivo para malathion, dissulfoton e
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clorpirifés. A partir dessa defini¢do, foram ajustados parametros instrumentais como voltagem
do cone (CV) e energia de colisdo (CE), com o objetivo de maximizar a intensidade dos ions
monitorados ¢ melhorar a estabilidade do sinal analitico.

As andlises foram conduzidas utilizando o modo SRM (Selected Reaction Monitoring),
selecionando-se as transi¢cdes que apresentaram maior intensidade e melhor repetibilidade para
cada pesticida. Os parametros otimizados estdo apresentados na Tabela 2.

A identificagdo dos compostos foi baseada na deteccao simultinea de dois ions
fragmentos caracteristicos de cada analito. Além disso, foram comparadas as razdes entre as
abundancias relativas desses fragmentos com aquelas obtidas para os padrdes analiticos,

garantindo maior confiabilidade na confirmacao dos pesticidas avaliados.

Tabela 2 — Parametros MS/MS.

Analito fon precursor Fragmentacio CE Cv Modo de
(m/z) (m/z) (eV) V) ionizacao
Malathion 331,0 127 -14,0 -14,0 +
98,95 -25,0 -23,0
284.9 -9,0 -21,0
Dissulfoton 275,0 89,0 -10,0 -21,0 +
73,95 -22,0 -13,0
60,95 -35,0 -14,0
Clorpirifos 349,90 96,9 -32,0 -20,0 +
197,85 -22,0 -14,0
124,95 -21,0 -13,0

Fonte: de Souza et al. (2026).

5.2 OTIMIZACAO DOS PARAMETROS DE EXTRACAO

A eficiéncia do método de extracdo foi avaliada utilizando um planejamento fatorial
fracionario envolvendo cinco varidveis experimentais: pH de condicionamento, pH da amostra,
massa de adsorvente, volume de amostra e volume de eluente. A utilizagdo desse tipo de
planejamento permitiu investigar simultaneamente a influéncia desses fatores sobre a resposta

analitica do método, reduzindo o nimero de experimentos necessarios.
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O planejamento empregado foi do tipo 257!, totalizando 16 experimentos fatoriais e trés

repeti¢des no ponto central, utilizadas para avaliar a repetibilidade experimental. Como resposta

analitica, utilizou-se a resposta multipla, calculada a partir da Equagao 1.

Tabela 3 — Tabela com os valores do planejamento fatorial fracionario.

Experimentos pH pH Massa Volume Volume RM
condicionamento | amostra (mg) de amostra | de eluente
1 3(-1) 3(-1) 25 (-1) 1(-1) 2(1) 0,1439
2 11 (1) 3(-1) 25 (-1) 1(-1) 0,5 (-1) 0,41085
3 3(-1) 11 (1) 25 (-1) 1(-1) 0,5 (-1) 0,46751
4 11(1) 11 (1) 25 (-1) 1(-1) 2(1) 0,11058
5 3(-1) 3(-1) 200 (1) 1(-1) 0,5 (-1) 0,65285
6 11(1) 3(-1) 200 (1) 1(-1) 2(1) 0,17963
7 3(-1) 11 (1) 200 (1) 1(-1) 2(1) 0,12546
8 11(1) 11 (1) 200 (1) 1(-1) 0,5 (-1) 0,39105
9 3(-1) 3(-1) 25 (-1) 10 (1) 0,5 (-1) 2,75001
10 11(1) 3(-1) 25 (-1) 10 (1) 2(1) 0,82091
11 3(-1) 11 (1) 25 (-1) 10 (1) 2(1) 0,34546
12 11(1) 11 (1) 25 (-1) 10 (1) 0,5 (-1) 2,08784
13 3(-1) 3(-1) 200 (1) 10 (1) 2(1) 1,46405
14 11(1) 3(-1) 200 (1) 10 (1) 0,5 (-1) 2,62576
15 3(-1) 11 (1) 200 (1) 10 (1) 0,5 (-1) 1,86288
16 11(1) 11 (1) 200 (1) 10 (1) 2(1) 0,79042
17 7 (0) 7 (0) 100 (0) 5(0) 1(0) 0,99072
18 7 (0) 7 (0) 100 (0) 5(0) 1(0) 1,12871
19 7 (0) 7(0) 100 (0) 5(0) 1(0) 1,10235

Fonte: de Souza et al. (2026).

Os resultados obtidos demonstraram influéncia significativa de nenhuma das varidveis

sobre o desempenho da extracdo. De maneira geral, maiores valores de resposta multipla foram
observados nos experimentos realizados com maiores volumes de amostra € menores volumes
de eluente, indicando aumento do fator de pré-concentracdo e maior eficiéncia na recuperagao
dos pesticidas.

A partir dos dados experimentais, foi realizada a andlise estatistica dos efeitos principais
e das interagdes entre as variaveis estudadas utilizando o diagrama de Pareto ao nivel de 95%
de confianga. Nesse grafico, a magnitude dos efeitos ¢ representada pelas barras horizontais,
enquanto a linha vertical indica o limite de significincia estatistica para p = 0,05. Assim, os
fatores que ultrapassam essa linha sdo considerados estatisticamente significativos para o
processo de extracao (MINITAB, 2024).

A analise estatistica e a constru¢do do diagrama foram realizadas com o auxilio do

software Statistic®, resultando no grafico apresentado na Figura 5.



Figura 5 — Diagrama de Pareto.
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Fonte: de Souza et al. (2026).

A partir da andlise do diagrama de Pareto, observou-se que nenhuma das variaveis
avaliadas, bem como suas interacdes, apresentou efeito estatisticamente significativo ao nivel
de confianca de 95%. Em fung¢do disso, optou-se pela utilizacdo dos menores niveis avaliados
para a maior parte dos fatores estudados, mantendo-se apenas o volume de amostra em seu
maior nivel experimental.

Assim, as condigdes selecionadas para o procedimento de extracdo foram: pH de
condicionamento igual a 3,0, pH da amostra igual a 3,0, massa de adsorvente de 25,0 mg,
volume de amostra de 10 mL e volume de eluente de 0,5 mL.

A escolha do pH 3,0 para o condicionamento e para a amostra estd relacionada a
utilizagdo do &cido férmico como agente acidificante. Esse reagente ¢ amplamente empregado
em analises por LC-MS/MS devido a sua capacidade de favorecer a ioniza¢ao dos analitos em
fontes ESI, contribuindo para melhora da sensibilidade analitica (Assalin et al., 2023).

Além disso, a utilizagdo de maior volume de amostra foi considerada vantajosa devido
a elevada disponibilidade da matriz aquosa, permitindo aumento do fator de pré-concentragao

e favorecendo a detectabilidade dos pesticidas analisados.
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A Figura 6 apresenta o cromatograma obtido ap6s a extracdo de uma amostra fortificada
com os pesticidas malathion, dissulfoton e clorpirifés na concentra¢io de 1 mg L', utilizando
as condi¢des previamente otimizadas para o método. Os analitos apresentaram tempos de
retencao distintos, permitindo uma adequada separacao cromatografica, sendo observados em
aproximadamente 2,5 minutos para o malathion, 6,0 minutos para o dissulfoton e 10,8 minutos

para o clorpirifos.

Figura 6 — Cromatograma dos eluatos provenientes de uma amostra fortificada com os 3
pesticidas na concentra¢io de 1 mg L.
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Fonte: de Souza et al. (2026).

5.3 AVALIACAO DA ETAPA DE LAVAGEM

Com o objetivo de avaliar a influéncia da etapa de lavagem sobre o procedimento de
extracdo, foram analisadas cinco amostras fortificadas com malathion, dissulfoton e clorpirifos
na concentracdo de 1 mg L', além de um branco analitico obtido apos a realizacdo das
extragoes.

A etapa de lavagem foi realizada utilizando 1 mL de agua ultrapura antes da eluicao dos
analitos com metanol. Posteriormente, os extratos obtidos foram analisados por LC-MS/MS nas
condi¢cdes previamente otimizadas.

Os resultados obtidos demonstraram que a etapa de lavagem nao foi eficiente para a
remogao dos principais interferentes provenientes da borra de café. Mesmo apos a lavagem dos

cartuchos, observou-se a presenca de cafeina nos extratos analisados, indicando que esse
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procedimento ndo promoveu a limpeza adequada do sistema. Além disso, a resposta analitica
da cafeina apresentou elevado CV, evidenciando baixa reprodutibilidade da etapa de lavagem
para a remocgao desse interferente. Essa elevada variabilidade pode estar relacionada a prépria
natureza do biossorvente utilizado, uma vez que a concentragao de cafeina presente na borra de
café ndo ¢ rigorosamente controlada e pode variar entre diferentes por¢des do material
empregadas na preparagdo dos cartuchos. Dessa forma, pequenas diferengas na composicdo do
biossorvente podem resultar em quantidades distintas de cafeina sendo eluidas durante as
analises.

Adicionalmente, verificou-se redug¢ao das areas cromatograficas dos pesticidas apds a
aplicagdo da etapa de lavagem, sugerindo que parte dos analitos pode ter sido removida
juntamente com os compostos interferentes durante o procedimento. Esse comportamento ¢
indesejavel em métodos de preparo de amostras, uma vez que pode comprometer a sensibilidade
e a eficiéncia da extragdo.

Dessa forma, considerando a permanéncia da cafeina nos extratos, a elevada
variabilidade observada para esse composto e a diminui¢do da resposta analitica dos pesticidas
estudados, concluiu-se que a etapa de lavagem avaliada ndo trouxe beneficios ao método
proposto, motivo pelo qual ela ndo foi incorporada as etapas subsequentes de desenvolvimento

e validagao.

Tabela 4 — Resultados do teste de limpeza.

Analito TR Area Cv

Cafeina 2,3834 117563,2 104,473
Malathion 3,524 546522053,4 14,02
Dissulfoton  6,0484 70466435,8 10,14
Clorpirifés  9,8208 148202093 8,611

Fonte: de Souza et al. (2026).

5.4 AVALIACAO DO EFEITO DE MEMORIA

A avaliacdo do efeito de memoria foi realizada com o objetivo de verificar a eficiéncia
da limpeza dos cartuchos entre as extragdes consecutivas, bem como investigar a possibilidade
de reutilizacdo do material adsorvente sem ocorréncia de contaminacao residual entre as

analises.
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Para isso, entre cada extragdo foi percolado 1 mL de metanol contendo 0,1% de acido
férmico, visando promover a remog¢ao dos analitos retidos no cartucho. Utilizando o mesmo
dispositivo de extracdo, foram realizadas dez extragdes consecutivas para os pesticidas
estudados.

Os resultados obtidos demonstraram boa repetibilidade do procedimento, com valores
de CV inferiores a 15% para todos os compostos avaliados. Foram observados valores de CV
de 14,79% para o malathion, 12,48% para o dissulfoton e 14,02% para o clorpirifos.

Além disso, o branco analitico analisado apds as extracdes ndo apresentou sinais
cromatograficos nos tempos de retencdo dos pesticidas estudados, indicando auséncia de
contaminagdo residual significativa e demonstrando eficiéncia da etapa de limpeza entre as

analises consecutivas.

Figura 7 — Efeito de memoria.
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Fonte: de Souza et al. (2026).
Os resultados obtidos indicam que o procedimento de limpeza empregado foi adequado

para minimizar o efeito de memoria, permitindo a reutilizagcdo do cartucho sem comprometer a

resposta analitica do método.

5.5 FIGURAS DE MERITO
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A determinacao das figuras de mérito do método foi realizada de acordo com os critérios
estabelecidos pelo documento SANTE/11312/2021, amplamente utilizado para métodos de
determinagdo de residuos de pesticidas. Foram avaliados os parametros de linearidade,
precisdo, exatidao, limite de deteccao (LD) e limite de quantificagdo (LQ), utilizando amostras
de 4gua fortificadas com os pesticidas estudados.

As curvas analiticas foram construidas em matriz, empregando-se diferentes niveis de
concentragdo para os compostos avaliados. Para o malathion, a faixa linear estudada foi de 5,0
a 250,0 pg L', enquanto para dissulfoton e clorpirifoés foram utilizadas concentragdes entre
25,0 € 250,0 pg L.

Os coeficientes de correlagdo obtidos apresentaram valores superiores a 0,99 para todos
os analitos, demonstrando adequada relagdo linear entre concentragdo e resposta instrumental
dentro das faixas avaliadas.

A precisao foi avaliada em condigdes de repetibilidade e reprodutibilidade, sendo
expressa por meio do CV, enquanto a exatiddo foi determinada pelo teste de adi¢do e
recuperagdo e pelo erro padrdo relativo. Os resultados obtidos para as precisdes intradias e
interdias apresentaram valores de CV inferiores a 15% para todas as concentracdes avaliadas,
atendendo aos limites recomendados pelo documento citado anteriormente. Da mesma forma,
a exatiddo apresentou resultados satisfatorios, com recuperagdes entre 85% e 115%,
demonstrando a confiabilidade e adequagdao do método desenvolvido.

Os limites de quantificagao obtidos foram de 5,0 pg L' para o malathion e 25,0 ug L™
para dissulfoton e clorpirifos. Ja os limites de deteccdo foram de 1,67 pg L' para o malathion
e 8,33 ug L' para os demais pesticidas avaliados.

Os resultados completos das figuras de mérito estdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 — Dados obtidos na etapa de determinagdo das figuras de mérito em agua.

(continua)
Parametros Malathion Dissulfoton Clorpirifos
Faixa linear (ng L) 5,0 -250,0 25,0 - 250,0 25,0 - 250,0
Curva de calibragao y=96285x+460020 y=9535,9x+ 178096 y=36425x+322194
Coeficiente de determinacdo (R?) 0,995 0,996 0,995
Coeficiente de correlacdo 0,997 0,998 0,997

LD (ug L) 1,67 8,33 8,33
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Tabela 5 — Dados obtidos na etapa de determinagao das figuras de mérito em agua.

(conclusao)
Parametros Malathion Dissulfoton Clorpirifos
LQ (ug L) 5,0 25,0 25,0
Precisdo intradias CV% 12,6 3,6° 8,3°
(n=6) 13,7° 1,4¢ 4,5
15,0¢ 6,9¢ 4,14
Precisdo interdias CV% 12,0 6,6° 8,7°
(n=6, 3 dias) 10,0° 8,4° 11,1¢
10,0¢ 8,94 7,7¢
Exatiddo (R%) 97,12 85,9° 97,9°
(n=6) 107,1¢ 109,3¢ 97,1°
97,34 99,6 99,9¢
Exatidio (R%) 94,0° 86,9° 92,6°
(n=6, 3 dias) 93,1¢ 93,1¢ 102,0°
95,34 102,04 100,54

Nota: 25 ug L1,%25,0 g L', €100,0 pg L1, 9250,0 ng L.
Fonte: de Souza et al. (2026).

A Figura 8 apresenta o cromatograma obtido para amostra fortificada contendo
malathion na concentragao de 5 pg L' e dissulfoton e clorpirifés em 25 pg L, correspondendo

ao menor nivel de concentragdo para cada composto.
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Figura 8 — Cromatograma dos eluatos obtidos a partir de amostra fortificada com malathion na

concentragdo de 5 pg L™ e dissulfoton e clorpirifés na concentragdo de 25 pg L,

utilizando as condi¢des otimizadas.

Intensidade absoluta

Fonte: de Souza et al. (2026).
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Nas condigdes avaliadas, foi possivel observar adequada separacdo cromatografica e

detecgdo dos trés pesticidas, mesmo em baixas concentragdes, demonstrando boa sensibilidade

do método desenvolvido.

A Figura 9 apresenta os cromatogramas obtidos para amostras fortificadas na

concentracao de 100 pg L™, enquanto a Figura 10 corresponde as analises realizadas em 250

ng L
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Figura 9 — Cromatograma dos eluatos obtidos a partir de amostra fortificada os trés pesticidas

na concentragao de 100 pg L™, utilizando as condi¢des otimizadas.
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Fonte: de Souza et al. (2026).

Figura 10 — Cromatograma dos eluatos obtidos a partir de amostra fortificada os trés pesticidas

na concentragdo de 250 pg L', utilizando as condigdes otimizadas.
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Fonte: de Souza et al. (2026).

Os cromatogramas obtidos nas diferentes concentragdes demonstraram estabilidade do
método e boa resposta instrumental ao longo da faixa linear estudada, sem sobreposi¢ao

significativa entre os sinais cromatograficos dos analitos avaliados.
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As Tabelas 6, 7 e 8 apresentam um comparativo entre o0 método desenvolvido neste
estudo e metodologias descritas na literatura, destacando as técnicas analiticas empregadas, os
procedimentos de preparo de amostras, os limites de quantificagdo (LQ) e as faixas lineares

obtidas.

Tabela 6 — Comparagdo entre outros estudos e o atual método para o malathion.

Técnica Tecnica de Preparo LQ Faixa Linear Referéncia
Analitica de Amostra
UHPLC-MS/MS DSPME 10 pg L! 100 — 800 pg L' Habila et al,
2020
GC-MS/MS SPE 21,66 ug L' 433 -1000 ug L' Wozniak et
al., 2024
GC-MS SPE 0,247 pg L! 1-50pugL! Ozer et al.,
2020
LC-MS/MS SPE S5ugL’! 5-250 ug L Esse trabalho

Fonte: Adaptado de de Souza ef al. (2026).

Tabela 7 — Comparagdo entre outros estudos e o atual método para o dissulfoton.

Técnica Tecnica de Preparo LQ Faixa Linear Referéncia
Analitica de Amostra
GC-MS/MS LLE 0,005 ug L' 0,005-0,02 pg L Komlan et
al., 2024
GC-MS SPE 0,395 ug L 1-30pgL! Ozer et al.,
2020
GC-MS SPE 0,05ugL!  0,05-300pg L Moinfar et
al., 2022
LC-MS/MS SPE 25ug L 25-250 pg L! Esse trabalho

Fonte: Adaptado de de Souza et al. (2026).
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Tabela 8 — Comparagao entre outros estudos e o atual método para o clorpirifos.

Técnica Tecnica de Preparo LQ Faixa Linear Referéncia
Analitica de Amostra
GC-MS/MS LLE 0,005 ug L' 0,005-0,02 pg L Komlan et al.,
2024
GC-MS GDME 0,054 ug L' 0,01-100 pug L' Jafari et al.,
2025
GC-NPD SPME 3,33 ug Lt 50 -500 ug L' Fiscal-Ladino et
al., 2026
LC-MS/MS SPE 25ug L 25-250 ug L! Esse trabalho

Fonte: Adaptado de de Souza ef al. (2026).

Embora alguns estudos apresentem limites de quantificagdo mais baixos, a metodologia
proposta se destaca principalmente pela combinagao entre simplicidade do preparo de amostra,
ampla aplicabilidade multirresiduo, uso de LC-MS/MS e faixa linear adequada para
monitoramento ambiental.

Para o malathion, o método desenvolvido neste estudo apresentou faixa linear de 5-250
pg L' e limite de quantificagdo de 5 pg L', utilizando SPE associada a LC-MS/MS. Em
compara¢do ao método de Habila ef al. (2020), que empregou DSPME-UHPLC-MS/MS,
observa-se que o presente trabalho apresentou menor limite de quantificacdo, além de uma faixa
linear mais adequada para analises ambientais em niveis traco. Além disso, o método proposto
dispensa o uso de materiais adsorventes sofisticados, como MOFs, reduzindo custos e
simplificando a aplicagdo laboratorial. Em relagdo ao estudo de Wozniak et al. (2024), apesar
da ampla faixa linear obtida pelos autores, o método atual apresentou maior sensibilidade
analitica, com menor LQ, além das vantagens associadas ao LC-MS/MS em termos de
seletividade e redugio de interferéncias de matriz. J4 quando comparado ao trabalho de Ozer et
al. (2020), embora o método por GC-MS tenha apresentado menor LQ, a metodologia deste
estudo apresenta maior compatibilidade com compostos menos volateis e termicamente
sensiveis, além da possibilidade de determinagdo simultanea de multiplos pesticidas sem
necessidade de derivatizacao.

Para o dissulfoton, os trabalhos descritos na literatura apresentaram limites de
quantificagdo significativamente inferiores aos obtidos neste estudo, especialmente o método

de Komlan et al. (2024), baseado em LLE-GC-MS/MS. Entretanto, ¢ importante considerar que
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métodos utilizando LLE normalmente demandam elevado consumo de solventes organicos,
maior tempo de preparo e menor alinhamento com os principios da quimica verde. Em
contrapartida, o método desenvolvido neste trabalho utiliza SPE com baixo volume de solvente
e acoplamento a LC-MS/MS, favorecendo maior seletividade analitica e menor interferéncia de
matriz. Além disso, o método proposto apresentou uma faixa linear ampla (25-250 pg L),
adequada para aplicagdes em monitoramento ambiental e avaliacdo de contaminagdo em niveis
moderados. Comparado aos estudos de Ozer et al. (2020) e Moinfar et al. (2022), o presente
método também apresenta vantagens relacionadas a robustez instrumental do LC-MS/MS e a
possibilidade de analise simultanea de diferentes organofosforados em uma unica corrida
cromatografica.

Resultados semelhantes foram observados para o clorpirifos. Embora métodos como os
de Komlan ef al. (2024) e Jafari et al. (2025) apresentem menores limites de quantificacao,
ambos utilizam técnicas de preparo de amostra mais complexas ou menos versateis, como LLE
e GDME. O método desenvolvido neste trabalho, por outro lado, utiliza SPE associada a LC-
MS/MS, oferecendo maior simplicidade operacional, boa seletividade e potencial para
aplicagdes multirresiduo. Em comparagdo ao método por GC-NPD-SPME de Fiscal-Ladino et
al. (2026), o presente estudo apresentou menor faixa linear inicial, porém com maior adequagao
para analises quantitativas em amostras ambientais contendo concentracoes moderadas de
pesticidas. Além disso, a utilizagdo de LC-MS/MS proporciona elevada especificidade por
monitoramento de transi¢des SRM, reduzindo significativamente problemas relacionados a

coeluicao e interferéncias da matriz.

5.6 EFEITO DE MATRIZ

A avaliacdo do efeito matriz no método desenvolvido foi realizada seguindo as
recomendacdes estabelecidas pelo documento SANTE/11312/2021. Inicialmente, foi
conduzida uma andlise qualitativa a partir da comparagdo entre as curvas analiticas preparadas
em metanol e aquelas obtidas no extrato da matriz. Segundo as diretrizes do documento, a
ocorréncia de efeito matriz pode ser identificada quando as curvas ndo apresentam sobreposi¢ao
ou quando ha diferencas perceptiveis entre suas inclinagoes.

As Figuras 11, 12 e 13 demonstram que as curvas analiticas obtidas para malathion,
dissulfoton e clorpirifés apresentaram inclina¢des diferentes quando comparadas as curvas

preparadas apenas em solvente, evidenciando a influéncia da matriz nas respostas analiticas dos
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compostos estudados. Esse comportamento indica a ocorréncia de efeito matriz durante a
determinagdo dos pesticidas em amostras de 4guas ambientais.

Além da andlise visual das curvas, também foi realizada a avaliagdo quantitativa do
efeito matriz por meio do célculo do percentual de efeito matriz (%EM), utilizando os
coeficientes angulares das curvas obtidas em solvente e no extrato da matriz, conforme
apresentado na Equagdo 4. Os valores encontrados foram de 32% para o malathion, 19% para
o dissulfoton e 32% para o clorpirifés. De acordo com os critérios descritos por Zhang et al.
(2023), valores inferiores a 20% indicam efeito matriz desprezivel, enquanto resultados entre
20% e 50% caracterizam efeito matriz moderado. Dessa forma, observou-se efeito matriz
moderado para malathion e clorpirifés, enquanto o dissulfoton apresentou influéncia
considerada pouco significativa.

Considerando os resultados obtidos, a quantificagdo dos pesticidas que apresentaram
efeito matriz moderado devera ser realizada utilizando curvas analiticas preparadas no extrato
da propria matriz, permitindo compensar as interferéncias observadas e melhorar a
confiabilidade dos resultados. A literatura recente destaca que a ocorréncia de efeito matriz é
bastante comum em andlises por LC-MS/MS envolvendo matrizes ambientais complexas,
principalmente devido a presenca de compostos coextraidos que podem interferir no processo

de ionizagdo dos analitos (Kersnakova et al., 2024).

Figura 11 — Efeito de matriz para o malathion.
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Fonte: de Souza et al. (2026).



Figura 12 — Efeito de matriz para o dissulfoton.
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Fonte: de Souza et al. (2026).

Figura 13 — Efeito de matriz para o clorpirifos.
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Fonte: de Souza et al. (2026).
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5.7 ANALISE DE AMOSTRAS REAIS

O método desenvolvido foi aplicado na andlise de quatorze amostras de aguas
ambientais coletadas na regido de Alfenas, incluindo amostras provenientes de pogos
artesianos, minas e da Represa de Furnas. A aplicacdo do método em amostras reais permitiu
avaliar sua eficiéncia frente a complexidade das matrizes ambientais, bem como sua capacidade
de detectar residuos de pesticidas em diferentes niveis de concentragao.

Os resultados obtidos para as amostras analisadas estdo apresentados na Tabela 9.
Observou-se a presenca de pesticidas em parte das amostras avaliadas, indicando diferentes
niveis de contaminacdo nas fontes de dgua investigadas. Em algumas amostras, os compostos
foram apenas detectados, apresentando concentragdes inferiores ao limite de quantificagao do
método, enquanto em outras foi possivel realizar a quantificagdo do dissulfoton com precisao

satisfatoria.

Tabela 9 — Concentragdes dos pesticidas detectados em amostras ambientais.

(continua)
Amostras | Concentracio (ug L) CV (%)
4Nao detectado -

1 ®Nio detectado b.
“Nao detectado ©-
?Nao detectado -

2 ®Nio detectado b
“Nao detectado °-
4Nao detectado -

3 ®Nio detectado b.
“Nao detectado ‘-

? Nao detectado -

4 ®Nio detectado b

c<LQ c_
2<LQ a_
5 ®Nio detectado b
c<LQ c_
2<LQ a_
6 ®Nao detectado b.

¢N3o detectado ‘-
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(conclusao)
Amostras  Concentracio (ug L) CV (%)

4 Nao detectado .
7 ®Nio detectado b
c<LQ c_
Nao detectado -
8 ®Naio detectado b
“Nao detectado ©-
4 Nao detectado .
9 ®N3o detectado b.
“Nao detectado °-
4 Nao detectado a-

10 ®33,03 7,71
“Nao detectado ©-
4 Nao detectado .
11 ®N3o detectado b
¢Nao detectado °-
4 Nao detectado a-

12 ®76,75 9,37
“Nao detectado ‘-
?Nao detectado -

13 69,66 ®0,62
“Nao detectado ©-
4Nao detectado -
14 ®Nio detectado b
“Nao detectado ‘-

Nota: *Malathion; *Dissulfoton; *Clorpirifos.
Fonte: de Souza et al. (2026).

As amostras 4, 5, 6 ¢ 7 apresentaram sinais analiticos correspondentes aos pesticidas
estudados, porém em concentragcdes abaixo do limite de quantificagio, demonstrando a
presenca de tracos desses compostos. J4 nas amostras 10, 12 e 13, foi possivel quantificar o
dissulfoton, sendo obtidas concentracdes de 33,03 ug L', 76,75 pg L' e 69,66 ug L,
respectivamente. Os coeficientes de variacdo observados para essas analises foram abaixo de

10%, demonstrando boa precisao e confiabilidade dos resultados obtidos pelo método analitico.
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Para as demais amostras analisadas, ndo foram observados sinais relacionados aos
pesticidas avaliados neste estudo. A auséncia desses compostos pode estar associada a nao
contaminagdo das fontes analisadas, a degradacdo dos pesticidas no ambiente ou ainda a
presenca em concentragdes inferiores ao limite de detec¢ao do método. De maneira geral, os
resultados refor¢am a importancia do monitoramento da qualidade de dguas em regides com
atividade agricola intensa, além de evidenciarem a aplicabilidade do método desenvolvido tanto
para analises em niveis trago quanto para situagdes envolvendo concentragdes quantificaveis

de pesticidas em amostras ambientais.

5.8 AVALIACAO DA SUSTENTABILIDADE ANALITICA

O método desenvolvido neste trabalho apresentou pontuagdo AGREEprep de 0,64,
indicando desempenho ambiental satisfatorio e superior aos métodos de extracdo comparados
no estudo de Wojnowski et al. (2022). A extragdo liquido-liquido convencional apresentou o
pior desempenho, com nota 0,17, devido ao elevado consumo de solventes orginicos, grande
geracdo de residuos e uso de reagentes perigosos. De forma semelhante, a SPE baseada em
polimeros molecularmente impressos também obteve 0,17, sendo prejudicada pelo uso de
diclorometano, baixa frequéncia analitica e maior demanda energgética.

M¢étodos miniaturizados apresentaram desempenho intermedidrio, como a DLLME,
com nota 0,38, e a SPE com particulas magnéticas, com 0,40. Embora essas abordagens
reduzam o volume de solventes em comparagdo a extragdo liquido-liquido cléssica, ainda
apresentam limitacdes relacionadas ao uso de solventes toxicos, baixa automacao e geragao de
residuos. Ja os melhores resultados relatados no artigo foram observados para a SPE
automatizada, com nota 0,54, e para a SPME, com 0,55. Mesmo assim, esses métodos ficaram
abaixo da pontuagdo obtida neste trabalho.

Nesse norte, a nota 0,64 atribuida ao método desenvolvido evidencia uma vantagem
importante em termos de sustentabilidade analitica. Esse resultado pode ser associado
principalmente ao uso de borra de café acidificada como biossorvente, um material de baixo
custo, proveniente de residuo agroindustrial e alinhado aos principios da quimica verde. Além
disso, o procedimento emprega pequena massa de adsorvente, baixo volume de eluente e
volume reduzido de amostra, contribuindo para menor geracao de residuos. Embora o uso de
LC-MS/MS possa reduzir a pontuagdo no critério relacionado a técnica instrumental, devido a
maior complexidade e demanda energética, o desempenho global do preparo de amostras

permaneceu competitivo.
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Figura 14 — Grafico AGREEprep.

Fonte: de Souza et al. (2026).

6 CONCLUSAO

O presente trabalho demonstrou a viabilidade do uso da borra de café acidificada como
biossorvente em sistemas de extracdo em fase solida para a adsor¢do e pré-concentracao de
pesticidas organofosforados em amostras aquosas, seguido de determinacdo por LC-MS/MS.
Os resultados obtidos evidenciaram que o material apresentou desempenho satisfatorio na
retencdo dos pesticidas avaliados, destacando o potencial de aplicacio de residuos
agroindustriais no desenvolvimento de métodos analiticos mais sustentaveis e de baixo custo.

A etapa de otimizagdo instrumental permitiu estabelecer condi¢des adequadas de analise
por LC-MS/MS, proporcionando elevada sensibilidade e seletividade para os trés pesticidas
estudados. Além disso, a otimizagao do procedimento de extragdo possibilitou definir condi¢des
experimentais eficientes utilizando pequena massa de adsorvente, baixo volume de amostra e
reduzido consumo de solventes organicos, contribuindo para menor geracao de residuos
quimicos e reducdo de custos analiticos.

O método desenvolvido apresentou resultados satisfatorios em relagdo as figuras de
mérito avaliadas, incluindo linearidade, precisdo, exatidao, limites de quantificacao e efeito de
memoria, demonstrando boa repetibilidade e confiabilidade analitica de acordo com os critérios

estabelecidos pelo documento SANTE/11312/2021. Os baixos limites de quantificagdo obtidos
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reforcam o potencial de aplicagdo da metodologia no monitoramento de pesticidas em niveis
traco em matrizes aquaticas.

A aplicacdo do método em amostras ambientais reais coletadas na regido de
Alfenas/MG permitiu identificar a presenga dos pesticidas investigados em diferentes amostras,
incluindo casos com concentragdes quantificaveis. Esses resultados reforcam a importancia do
monitoramento ambiental em regides agricolas e demonstram a aplicabilidade pratica da
metodologia desenvolvida para analises ambientais reais.

A avaliagdo da sustentabilidade analitica pelo software AGREEprep indicou
desempenho ambiental satisfatério para o método proposto, com pontuagdo superior a
diferentes técnicas de preparo de amostras reportadas na literatura. Esse resultado esta
diretamente relacionado ao uso da borra de café acidificada como biossorvente, ao reduzido
consumo de solventes e a menor geracdo de residuos, evidenciando o alinhamento da
metodologia aos principios da Quimica Verde.

Os resultados obtidos demonstram que residuos agroindustriais podem ser aplicados de
forma eficiente no desenvolvimento de metodologias analiticas sustentdveis, contribuindo
simultaneamente para o reaproveitamento de residuos e para o monitoramento ambiental de
contaminantes de interesse emergente. Dessa forma, a borra de café acidificada apresenta
potencial promissor como biossorvente em aplicagdes analiticas e ambientais, podendo
futuramente ser explorada em estudos envolvendo outros contaminantes e diferentes matrizes

ambientais.
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relacionadas a escrita. O ChatGPT (OpenAl, versao GPT-5.5) foi utilizado para auxiliar na
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