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RESUMO: Como continuidade de estudos prévios, este trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia
de tratamentos fisicos e quimicos na eficiéncia do bagaco de cana-de-actcar (BC) como biossorvente
para extracdo em fase so6lida dispersiva (d-SPE) na determinagdo do agrotoxico clorpirifos (O,0-diethyl
0-3,5,6-trichloro-2-pyridylphosphorothioate) (CP) e do seu produto de degradagdo 3,5,6-tricoloro-2-
piridinol (TCP) em tomate por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de
diodos. Apds extragdo dos analitos com acetonitrila acidificada (1% acido acético, v/v) na presenca de
sais (MgSQO4, CoH3NaO; e NaCl), 1 mL do extrato foi submetido & d-SPE com 150 mg de MgSOs ¢ 7,5
mg de BC seco a diferentes temperaturas (30 °C, 60 °C, 80 °C e 120 °C). O BC foi tratado quimicamente
(particulas > 0,30 mm) ou ndo (particulas > 0,30 mm e > 0,15 mm) com H,O, HCI 0,1mol/L, H>SO4
0,5mol/L e NaOH 0,1mol/L. Os melhores resultados de porcentagem de recuperagdo (n=4) com
amostras de tomate organico fortificadas em trés niveis para CP (0,25-2,0 mg/kg) e TCP (0,17-1,4
mg/kg) foram obtidos com o BC seco a 60 °C, sem tratamento quimico e com particulas > 0,15 mm,
73,8-77,2% ¢ 61,6-65,2% para CP e TCP, respectivamente, com desvio padrdo relativo < 4,9%.

PALAVRAS-CHAVE: agrotoxico; pesticida; adsorvente; extracdo em fase solida dispersiva; CLAE-
DAD.

INFLUENCE OF PHYSICAL AND CHEMICAL TREATMENTS OF SUGARCANE
BAGASSE AS A BIADSORBENT FOR d-SPE IN THE DETERMINATION OF
CHLORPYRIFOS AND PYRIDINOL IN TOMATOES

ABSTRACT: As a continuation of previous studies, this work aimed to evaluate the influence of
physical and chemical treatments on the efficiency of sugarcane bagasse (SB) as a biosorbent for
dispersive solid phase extraction (d-SPE) in the determination of the pesticide chlorpyrifos (O,0O-diethyl
0-3,5,6-trichloro-2-pyridylphosphorothioate) (CP) and its degradation product 3,5,6-trichloro-2-
pyridinol (TCP) in tomato by high performance liquid chromatography with diode array detector
(HPLC-DAD). After extraction of the analytes with acidified acetonitrile (1% acetic acid, v/v) in the
presence of salts (MgS0O., C:H3;NaO; and NaCl), 1 mL of the extract was subjected to d-SPE with 150mg
of MgS0O4 and 7.5mg of BC dried at different temperatures (30 °C, 60 °C, 80 °C and 120 °C). The SB
was subjected (> 0.30mm) or not (> 0.30mm and > 0.15mm) to chemical treatments with H,O, HCI
0.1mol/L, H>SO4 0.5mol/L and NaOH 0.1mol/L). The best recovery percentage results (n = 4) with
organic tomato samples spiked at three levels for CP (0.25-2.0mg/kg) and TCP (0.17-1.4mg/kg) were
obtained with SB dried at 60 °C, not chemically treated and with particles > 0.15mm, (73.8-77.2%) and
TCP (61.6-65.2%), with relative standard deviation < 4.9%.
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INTRODUCAO

De acordo com os ultimos relatdrios do Programa de Anélise de Residuos em Alimentos (PARA),
publicados pela Anvisa (2024), o clorpirifés continua sendo um dos agrotoxicos encontrados em ndo
conformidade (acima do limite maximo de residuo (LMR) ou ndo registro para a cultura) em diversos
alimentos, entre eles, o tomate. Em 2023, um total de 274 ingredientes ativos foram pesquisados em 255
amostras de tomate de mesa. As maiores frequéncias de deteccao de residuos ndo permitidos para a
cultura foram relativas aos agrotoxicos clorpirifos (73 amostras), fipronil (64 amostras) e acefato (45
amostras) (Anvisa, 2024). O clorpirifés apresenta registro para uso apenas em tomate rasteiro (0,5
mg/kg), ndo sendo permitido e estabelecido o LMR para tomate de mesa (Anvisa, 2025).

Considerando a importancia de métodos eficientes e de baixo custo, ¢ como continuidade de
estudos prévios, este trabalho objetiva propor um método de analise para determinar clorpirifos e seu
produto de degradacdo piridinol em tomate (Solanum lycopersicum). Esse método ¢ uma adaptacao do
método QUEChERS (Anastassiades et al., 2003), sigla em inglés de rapido, fécil, barato, eficaz, robusto
e seguro (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe), no qual o adsorvente tradicional e de alto
custo no Brasil (amina primaria secundaria) usado na extragdo em fase solida dispersiva (d-SPE) sera
substituido pelo bagaco de cana-de-agticar (BC). O BC ¢ constituido de cerca de 18-25 % de lignina,
45-50 % de celulose e 25-28 % de hemicelulose, biopolimeros ricos em grupos funcionais como
carboxila, hidroxila, carbonila dentre outros (Mendes et al., 2015; Soliman; Asmed; Fadl, 2011). Esses
grupos funcionais conferem ao bagaco de cana-de-agucar o potencial de interagdo com diferentes
compostos organicos e inorganicos e, por isso, tem sido apontado como possivel suporte solido a ser
investigado em métodos cromatograficos para determinagao de residuos de agrotoxicos (Soliman et al.,
2022). Nesse contexto, este trabalho explorou a aplica¢do de diferentes tratamentos fisicos e quimicos
no BC, com o objetivo de avaliar a influéncia nas propriedades do material enquanto possivel
biossortevente para d-SPE.

MATERIAL E METODOS

O BC foi coletado em um comércio local apds a extracdo do caldo e, em seguida, divido em quatro
porgdes. Cada porgdo foi disposta em prateleiras de uma estufa de aeragdo forcada e submetida a um
gradiente de temperatura entre 30 °C e 120 °C. As quatro condi¢des de temperaturas utilizadas foram:
30-34 °C, 60 °C, 80 °C e 120 °C. Apos atingir massa constante na temperatura, os tempos de secagem
observados foram de 72 horas, 54 horas ¢ 18 horas, respectivamente. As amostras secas foram trituradas
em moinho de martelos e peneiradas, resultando em fragdes de material solido com intervalos de
tamanhos de particulas > 1,2 mm, > 0,60 mm, > 0,30 mm, > 0,15 mm e < 0,15 mm.

Dois gramas de BC da fragdo granulométrica com particulas > 0,30 mm, obtidos a partir de cada
condi¢do de secagem, foram adicionados em erlenmeyers contendo 80 mL de cada um dos seguintes
reagente ou solugoes: dgua deionizada, HCI 0,1 mol/L, NaOH 0,1 mol/L ou H2SO4 0,5 mol/L. Apos a
homogeneizagdo, as suspensdes foram mantidas sob agitacdo em Shaker a 100 r.p.m, por 24 horas, a
uma temperatura média de 25,4°C. Depois, os sobrenadantes foram descartados e o BC foi lavado com
porc¢des de 100 mL 4gua deionizada, até neutralizacao. Tais materiais foram secos a 80 °C por 24 horas
e mantidos em dessecador até massa constante. A caracterizagdo morfologica dos BC foi realizada por
microscopia otica e por microscopia eletronica de varredura (MEV). Inicialmente, as amostras foram
caracterizadas com auxilio de estereomicroscopio Leica EZ4 HD, equipado com iluminagdo de LED e
camera HD, sendo utilizado um aumento de 35 vezes. Em seguida, realizou-se a analise por MEV,
utilizando um equipamento FEI Helios NanoLab 6001, operando a uma tensdo de aceleragéo de 10 kV
e corrente de feixe de 86 pA. Para a analise em MEV, as amostras foram previamente metalizadas com
ouro em uma evaporadora Bal-Tec, modelo SCD050.

As determinacdes cromatograficas do CP e TCP foram feitas no CLAE-DAD Prominence Liquid
Chromatograph 20A, da marca Shimadzu. O software LC Solution foi usado para tratamento dos
cromatogramas e registro do espectro de absorbancia dos analitos. Solu¢des padrido estoque
(concentragdes de 493,52 pg/mL para o TCP e 721,82 pug/mL para o CP) foram preparadas em
acetonitrila a partir da dissolugdo do padrio solido de clorpirifos (99,7%, Fluxa Pestanal®) em
acetonitrila. Solucdes de trabalho mistas foram preparadas por diluigdo a partir das solugdes estoque e
utilizadas para fortificagdo das amostras de tomate e para a quantificagdo por CLAE-DAD, cujo
intervalo de trabalho variou entre 0,13 39,87 ug/mL para o TCP ¢ 0,18 a 14,44 ug/mL para o CP. Coluna
C18 (Ultra C18, 150 mm, 4,6 mm didmetro interno ¢ 5 pm tamanho da particula, Restek®) foi utilizada
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com condi¢des cromatograficas adaptadas de trabalho prévio, com fase movel, vazao de 0,5 mL/min,
com modo de eluicdo gradiente iniciando com solucao de 4cido acético a 0,2%: acetonitrila (60:40, v/v),
alterando para 40:60 (v/v), de 0 a 7 min, 10:90 (v/v) de 7 a 10 min, mantendo essa condi¢do até o tempo
15 min, com alteragdo para 60:40 (v/v) entre 15 ¢ 18 min e permanecendo nessa condigo para equilibrio
até o tempo 28 min. A quantificagdo e confirmagdo dos picos cromatograficos do CP e TCP foram feitas
a partir do comprimento de onda de maxima absorbancia identificados no espectro de absorbancia dos
picos de CP (288 nm) e TCP (299 nm) dos cromatogramas obtidos a partir de injegdes no CLAE-DAD
de solucdes padrao preparas a partir de padrdes do clorpirifos e do piridinol em acetonitrila.

Amostras compostas de tomate (Solanum lycopersicum) organico da espécie Italiano (500 g)
foram previamente lavadas com detergente neutro, secas com papel toalha e trituradas em processador
tipo doméstico até completa homogeneizacdo. Inicialmente, para a comparagdo dos diferentes
tratamentos aos quais o BC foi submetido, a amostra de tomate triturada foi fortificada (2,0 mg/Kg) para
que o nivel fosse correspondente a quatro vezes do limite maximo de residuo estabelecido para CP em
tomate de uso industrial (0,5 mg/kg) e 1,4 mg/kg para TCP.

Baseado em estudo prévio, a extra¢do dos analitos foi conduzida em tubo Falcon (50 mL) com a
adicdo de10 mL de acetonitrila acidificada (1% acido acético, v/v) a 20 g da amostra de tomate triturada
na presenga dos sais MgSO4 (6 g), NaCl (1,5 g) e C:H3NaO; (1,5 g), homogeneizagdo em vortex (30 s)
e extracdo assistida por ultrassom (20 min, 25 °C). Apo6s centrifugagcdo (9000 r.p.m, 20 min), a fase
organica foi transferida para um baldo de 10 mL e o volume ajustado com acetonitrila acidificada. Como
etapa de purificagdo do extrato por d-SPE, aliquota de 1 mL do extrato foi transferida para tubos Falcon
(15 mL) contendo 7,5 mg de BC submetido aos diferentes tratamentos ¢ 150 mg de MgSQs, agitagdo
em vortex (30 s) e filtragao (PTFE hidrofilico, 45 um) para frascos amostradores para a determinagao
do CP e TCP por CLAE-DAD.

A influéncia dos tratamentos do BC, isto €, a variagdo da temperatura de secagem e a realizagdo
ou ndo de tratamentos quimicos, foram avaliadas a partir das porcentagens de recuperacdo comparadas
aos valores observados em extratos controle fortificados para eliminagdo do efeito matriz. Para essa
analise, foram utilizadas amostras do BC tratado quimicamente (> 0,30 mm) ou nao (> 0,30 mm e >
0,15 mm) e secos nas diferentes temperaturas avaliadas neste trabalho.

Para a avaliacdo do método empregou-se o BC seco a 60 °C e sem tratamento ¢ com fracdes
granulométricas > 0,30 mm e > 0,15 mm. Precedeu-se a analise de quatro repetigdes de amostras de
tomate fortificadas em trés niveis de fortificagdo para o CP (0,25 mg/kg, 0,5 mg/kg e 2,02 mg/kg) e o
TCP (0,17 mg/kg, 0,35 mg/kg e 1,4 mg/kg). A recuperagdo e precisao foram avaliados em fungdo da
média da porcentagem de recuperagdo e do desvio padrdo relativo (DPR), respectivamente, conforme
orientacdo da Dire¢ao-Geral da Saude e da Seguranga dos Alimentos da Comunidade Europeia para o
controle de qualidade analitico e procedimentos de validacdo de métodos para analise de residuos de
pesticidas em alimentos e ragdes (SANTE, 2021) e da Secretaria de Defesa Agropecuaria do Ministério
da Agricultura Pecudria e Abastecimento do Brasil para a garantia da qualidade analitica referente a
determinacdo de residuos e contaminantes em alimentos, que inclui os agrotoxicos (Brasil, 2011).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O fracionamento granulométrico por peneiramento apresentou comportamento semelhante
entre as diferentes condigdes de secagem, com predominancia de duas faixas de tamanho de particulas.
As fragdes com tamanho de particulas entre 0,15 mm e 0,30 mm (> 0,15 mm) representaram 27,4 a
36,8 % da massa total, enquanto aquelas entre 0,30 mm e 0,60 mm (> 0,30 mm) corresponderam a 40, 1
até 50,3 % da massa total. Esta ultima, por ser a maior fragdo em porcentagem massica, foi selecionada
para a realizacdo do tratamento quimico.

A andlise por microscopia oOtica demonstrou que as particulas obtidas apds secagem em
diferentes temperaturas, diferentes fragdes granulométricas e diferentes tratamentos quimicos
apresentam-se heterogéneas com predominancia de formato alongado e irregular, com varia¢do no grau
de fragmentagdo e na integridade estrutural. Assim, a Figura 1 apresenta as imagens de micrografia do
BC seco a 60 °C e tamanho > 0,30 mm, isto €, BC (60° C e > 0,30 mm) com aumento de 35 vezes para
a exemplificacdo. Pode-se observar que o BC sem tratamento quimico apresenta particulas com formato
irregular e superficie heterogénea e pouco definida e, que a lavagem do BC com agua néo resultou em
mudangas estruturais significativas nas particulas. No entanto, as imagens do BC submetidos aos
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tratamentos quimicos com HCI, NaOH e H,SO4 apresentaram particulas com contornos mais definidos,
o que pode indicar a solubilizagdo de impurezas superficiais e/ ou remogao de constituintes estruturais.

A integridade superficial do BC (60 °C, > 0,30 mm) sem tratamento com fibras compactadas e
poucas fissuras aparentes pode ser observada na micrografia de MEV apresentada na Figura 2, que
também contém as micrografias do BC (60 °C, > 0,30 mm) submetidos aos diferentes tratamentos
quimicos. A lavagem do BC com agua e o tratamento com HCl resultou na exposi¢do de feixe e espagos
intersticiais, possivelmente devido a remocgdo de camadas superficiais. Ja os tratamentos com H>SOj4 ¢
NaOH resultaram em uma maior degradacdo da superficie, com desprendimento de fragmentos e maior
irregularidade nas bordas das fibras. Tal efeito é mais evidente para o BC tratado com NaOH, no qual
pode ser observado uma elevada ruptura dos feixes e a separagdo das camadas fibrosas, devido a
remocao de hemicelulose e parte da lignina, deixando uma morfologia mais rugosa e porosa.

FIGURA 1. Micrografias oticas das particulas de BC (60 °C e > 0,3 mm) sem e com tratamento quimico obtidas
com aumento de 35 vezes.

FIGURA 2. Imagens de MEV das particulas de BC (60 °C e > 0,30 mm) apds tratamentos quimicos. Aumento de
2.500 vezes (sem tratamento, agua, HCI) e 1.000 vezes (H2SO4, NaOH). Escalas apresentadas nas micrografias.

Embora as micrografias de MEV demonstrem possivel modificacdo superficial das particulas
de BC (> 0,30 mm) tratados com NaOH e H,SO4 em relagdo aos demais tratamentos, resultados do
estudo de adicdo e recuperagdo com amostra de tomate organico fortificado com CP (2,0 mg/kg) e TCP
(1,4 mg/kg) apresentaram valores proximos empregando BC seco a 30-34 °C e 60 °C, com ou sem
tratamento quimico (Figura 3).
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FIGURA 3. Porcentagem de recuperacgdo para clorpirifés (CP) e piridinol (TCP) utilizando particulas de
BC como biossorvente para d-SPE (> 0,30 mm).
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A eficiéncia do método de analise foi avaliada empregando amostra de tomate com trés niveis
de fortificacdo e quatro repetigdes em um mesmo dia. Empregou-se o BC (60 °C e > 0,30 mm e > 0,15
mm) sem tratamento quimico devido a diminuicdo de uma etapa do processo de obtengdo do
biossorvente e maior facilidade de trabalho (trituragdo e fracionamento).

A Tabela 1 apresenta resultados de recuperagao com quantificagéo utilizando adi¢ao de padrao
para eliminar o efeito matriz, sendo comparados com valores aceitdveis em guia/manual para
determinagdo de residuos de agrotoxicos em alimentos no pais (Brasil, 2011) e na Comunidade Europeia
(SANTE, 2021), com porcentagem de recuperacao entre 70 e 120 % e RSD <20 % para a repetibilidade.
Ressalta-se que essas recomendacdes nao consideram os produtos de degradacao, como o TCP.

TABELA 1. Resultados do estudo de adic@o e recuperacdo de CP e TCP em tomate fortificado empregando BC
(60 °C, > 0,30 mm e > 0,15 mm) como biossorvente para a d-SPE (n =4).

Tamanho TCP CP

particula Adicionado Encontrado Rec DPR Adicionado Encontrado Rec DPR
(mm) (mg/kg) (mg/kg) (%) (%) (mg/kg) (mg/kg) (%) (%)
>0,30 0,173 0,099 57,1 5,3 0,253 0,167 66,2 1,5
>0,15 0,173 0,113 65,2 2,1 0,253 0,195 77,2 1,5
>0,30 0,345 0,225 65,1 5,2 0,505 0,384 75,9 54
>0,15 0,345 0,213 61,6 49 0,505 0,376 74,5 4,7
> 0,30 1,382 0,891 64,5 2,4 2,021 1,481 73,3 2,0
>0,15 1,382 0,898 65,0 2,1 2,021 1,492 73,8 1,6

Os resultados para a porcentagem de recuperacdo e repetibilidade (DPR) do CP para os trés
niveis de recupera¢ao quando o tamanho de particula > 0,15 mm do bagaco de cana-de-acucar foi
utilizado (73,8-77,2 %, RSD <4,7 %). Os menores resultados de recuperacdo para o TCP (61,6-65,2 %)
podem ser justificados pela menor dimensdo molecular do TCP quando comparada ao do CP (Figura 4),
além da maior polaridade, possivel diferen¢a da interagdo/parti¢do entre os analitos e a solugdo extratora
e a estrutura do BC, que pode ter resultado na perda durante o processo de extragdo ou a maior retengdo
no processo de purificagdo por d-SPE.

FIGURA 4. Estrutura molecular do agrotoxico clorpirifés (CP) e do seu produto de degradagdo piridinol (TCP).
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Assim, o BC apresentou viabilidade para uso como biossorvente para procedimentos de
purificacdo do extrato em métodos de determinagdo de agrotoxicos em tomate. Dentre as condigdes
estudadas, a secagem a 60 °C, a utilizacdo da fracdo granulométrica com tamanho de particula menor
do que 0,30 mm e maior do que 0,15 mm e a auséncia de tratamento quimico foram as selecionadas para
o preparo do biossorvente a partir do BC que sera utilizado na validagdao completa do método.
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CONCLUSOES

Os resultados demonstram que o bagago de cana-de-agticar seco a 60 °C e sem tratamento quimico
apresenta viabilidade para ser utilizado como adsorvente para d-SPE em método de determinagdo do
agrotoxico clorpirifos e seu produto de degradagdo TCP para o tamanho de particula avaliados entre
0,30 mm e 0,15 mm, apresentando resultados de recuperagdo e precisdo (repetibilidade) satisfatorios
como preconizado por recomendagdes nacional e internacionais para validagdo de métodos para
determinagdo de residuos de agrotoxicos em alimentos.
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