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Resumo 

 

Os pesticidas são compostos utilizados em frutas e hortaliças com o objetivo 

de evitar danos causados por uma variedade de pestes. Geralmente, as 

técnicas empregadas na análise de pesticidas são a cromatografia gasosa 

acoplada à espectrometria de massas (GC-MS) e cromatografia líquida 

acoplada à espectrometria de massas (LC-MS). Ambas as técnicas 

apresentam elevados desempenhos analíticos, mas requerem laboriosas 

etapas de preparo de amostra antes da análise instrumental. A espectrometria 

de massas ambiente (AMS) é um grupo de técnicas que requer o mínimo ou 

nenhum preparo de amostra e emerge como alternativa para análise de 

pesticidas em alimentos. Este trabalho apresenta três capítulos que utilizam 

técnicas de AMS para análise de pesticidas em frutas ou hortaliças. Na 

primeira abordagem, as técnicas de AMS paper spray ionization (PSI) e leaf 

spray (LS) foram comparadas através de suas performances analíticas pelas 

análises dos pesticidas atrazina, diuron e metomil em alface, couve, 

manjericão, repolho e rúcula. Ambas as técnicas apresentaram desempelhos 

analíticos semelhantes. As curvas de calibração foram obtidas com R2>0,99 

e limites de detecção (LOD) e quantificação (LOQ) na faixa de ppb. A segunda 

abordagem teve o objetivo de acoplar o molecularly imprinted polymer (MIP) 

com a PSI-MS para obter um método com maior seletividade. O MIP 

membrane spray ionization foi empregado nas análises dos pesticidas diuron 

e ácido diclorofenóxiacético (2,4-D) em extratos de maçãs, bananas e uvas. 

O método demonstrou maiores intensidades de sinal do diuron e 2,4-D em 

comparação com aqueles obtidos pelo non-imprinted polymer (NIP). As 

curvas de calibração exibiram linearidades com R2 >0,99 para os pesticidas 

em todos os extratos de frutas, e os LODs foram encontrados abaixo de 0,60 

ppb e os LOQs abaixo de 2 ppb. Os valores de precisão e exatidão foram 

inferiores a 20% e os de recuperação variaram entre 92,5% e 116,9%. No 

capítulo posterior, matrix-assisted laser desorption ionization (MALDI) imaging 

foi combinada com a técnica ambiente infrared laser ablation sample transfer 

(IR-LAST) para verificar a penetração do fungicida imazalil em maçãs. MALDI 

imaging foi utilizada para obter informações da localização espacial do 
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composto, enquanto que IR-LAST com análise offline por electrospray 

ionization (ESI) foi utilizada para quantificação. O fungicida foi detectado na 

parte interna da maçã um dia após a sua aplicação na casca. A concentração 

de imazalil na casca da maçã foi reduzida ao longo dos dias. Sete dias após 

a aplicação do fungicida, 0,015 ppm foram encontrados no sexto milímetro da 

região interna da maçã. A taxa de penetração do imazalil foi de 

aproximadamente 1 mm por dia. 

Palavras-chave: Espectrometria de massas ambiente; Paper spray 

ionization; Leaf spray; Infrared laser ablation sample transfer; Pesticidas. 
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Abstract  

 

Pesticides are compounds used on fruits and vegetables to avoid damage by 

pests. Usually, pesticide residue determination in fruits and vegetables has 

been performed by using gas chromatography coupled to mass spectrometry 

(GC-MS) and liquid chromatography coupled to mass spectrometry (LC-MS). 

Both techniques demonstrate excellent analytical performance but require 

laborious steps of sample preparation prior to instrumental analysis. Ambient 

mass spectrometry (AMS) is a group of techniques that requires minimal or no 

sample preparation and emerges as an alternative for analysis of pesticides in 

food. This work shows three chapters using AMS techniques for analysis of 

pesticides in fruits or vegetables. In the first approach, paper spray ionization 

(PSI) and leaf spray (LS) were compared by analyzing the pesticides atrazine, 

diuron and methomyl in lettuce, kale, basil, cabbage and arugula. Both 

techniques showed similar analytical performances. The calibration curves 

were obtained with R2>0.99 and the limits of detection (LOD) and quantification 

(LOQ) were found in ppb range. In the second approach, a molecularly 

imprinted polymer (MIP) was coupled to PSI-MS to obtain a selective method. 

MIP membrane spray ionization was employed for the analysis of diuron and 

2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) in apple, banana and grape extracts. 

This method demonstrated higher signal intensities for diuron and 2,4-D in 

comparison to the non-imprinted polymer (NIP). The calibration curves were 

obtained with R2>0.99 for the pesticides in all fruit extracts, and the LODs were 

found below 0.60 ppb and LOQs below 2 ppb. The accuracy and precision 

values were lower than 20% and the values of recovery ranged from 92.5% to 

116.9%. In the next chapter, matrix-assisted laser desorption ionization 

(MALDI) imaging was combined with infrared laser ablation sample transfer 

(IR-LAST) ambient technique to verify the penetration of the fungicide imazalil 

in apples. MALDI imaging was used to obtain information on the spatial 

location of the compound, whereas IR-LAST with electrospray ionization (ESI) 

was used for quantification. The fungicide was detected in the inner part of the 

apple one day after its application. The concentration of imazalil in the apple 

skin was reduced over the days. Seven days after application of the fungicide, 
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a concentration of 0.015 ppm was found six millimeters inside the apple. The 

penetration rate of imazalil was approximately 1 mm per day. 

Keywords: Ambient mass spectrometry; Paper spray ionization; Leaf spray; 

Infrared laser ablation sample transfer; Pesticides. 
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Capítulo I:  

Introdução geral 
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1.1 - Pesticidas 

 

Os pesticidas, também chamados de praguicidas, defensivos 

agrícolas, agrotóxicos ou agroquímicos, são substâncias tóxicas que são 

utilizadas para prevenir a ação de organismos vivos indesejados na 

agricultura (STOYTCHEVA, 2011a). O termo pesticida engloba vários 

compostos que são empregados contra alvos específicos, por exemplo, 

herbicidas (contra ervas daninhas), inseticidas (insetos), fungicidas (fungos), 

bactericidas (bactérias), larvicidas (larvas) e rodenticidas (roedores) (RAŢĂ; 

SALA; SAMFIRA, 2012; MATTHEWS, 2016). No Brasil, os pesticidas foram 

definidos através da Lei Federal nº 7.802, de 11 de Julho de 1989, da seguinte 

maneira: 

 

Agrotóxicos e afins: (a) os produtos e os agentes de processos 

físicos, químicos ou biológicos, destinados ao uso nos setores de 

produção, no armazenamento e beneficiamento de produtos 

agrícolas, nas pastagens, na proteção de florestas, nativas ou 

implantadas, e de outros ecossistemas e também de ambientes 

urbanos, hídricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a 

composição da flora ou da fauna, a fim de preservá-las da ação 

danosa de seres vivos considerados nocivos; (b) substâncias e 

produtos, empregados como desfolhantes, dessecantes, 

estimuladores e inibidores de crescimento (BRASIL, 1989). 

 

Os pesticidas podem ser classificados de acordo com suas estruturas 

químicas em dois principais grupos: inorgânicos e orgânicos. Os inorgânicos 

foram os primeiros pesticidas químicos a serem utilizados e possuem uma 

aparência cristalina semelhante aos sais, além de serem ambientalmente 

estáveis e altamente solúveis em água (ELDRIDGE, 2008). Exemplos de 

pesticidas inorgânicos incluem arseniato de cálcio, arseniato de cobre, 

tartarato de antimônio e potássio, entre outros (SARWAR, 2016). Já os 

pesticidas orgânicos são compostos contendo carbono e hidrogênio, podendo 

incluir oxigênio, enxofre, fósforo, flúor, cloro e nitrogênio. Eles constituem a 

maior parte dos pesticidas modernos, além de serem menos solúveis em água 

em relação aos inorgânicos (ELDRIDGE, 2008). Adicionalmente, os pesticidas 

orgânicos podem ser subdivididos em dois grupos: naturais e sintéticos (KIM; 

KABIR; JAHAN, 2017). Os naturais são isolados de fontes naturais (plantas 
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ou microrganismos), como os inseticidas abamectina e piretro (GERWICK; 

SPARKS, 2014; SENTHIL-NATHAN, 2018). Já os sintéticos são obtidos 

artificialmente por síntese química. Na Tabela 1 estão descritos os grupos e 

as estruturas químicas de alguns pesticidas sintéticos. 

 

Tabela 1: Classificação dos pesticidas de acordo com suas estruturas químicas (continua). 

Grupo Pesticida Estrutura 

 

 
Organoclorado Diclorodifenildicloroetano  

(DDD) 

Cl Cl

ClCl  

Diclorodifenildicloroetileno 

(DDE) 

ClCl

ClCl

 

Diclorodifeniltricloroetano  

(DDT) 

ClCl

ClCl

Cl

 

 

 
Organofosforado Dimefox 

N

P

N
F

O

 

Forato 

O

P

S S

S

O

 

Glifosato 
HO

P N
H

OH

O

HO

O  
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Tabela 1: Classificação dos pesticidas de acordo com suas estruturas químicas (continuação). 

Grupo Pesticida Estrutura 

 

 

 
Carbamato Carbaril 

O NH

O

 

Carbofurano 
O

O

HN

O

 

Metomil 
S N

O N
H

O

 

 

 

Triazina Atrazina N

N

N

N
H

N
H

Cl

 

Clorazina 

N N

N

Cl

N N

 

Metribuzina 

N

N

N SO

NH2
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Tabela 1: Classificação dos pesticidas de acordo com suas estruturas químicas (continuação). 

Grupo Pesticida Estrutura 

 

 
Fenoxiácido 

ácido diclorofenoxiacético  

(2,4-D) 

Cl Cl

O

OH

O

 

ácido 2,4,5-

triclorofenoxiacético (2,4,5-T) 

Cl Cl

O

OH

O

Cl

 

Dicloroprop 

Cl

Cl O O

OH  

Imidazol Imazalil 

ClCl

O

N

N

 

 

 

 

 

 

 

Procloraz 

Cl

Cl Cl

O

N

NO

N

 

Cl

FF

F

NN

O

N

 

Triflumizol 
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Tabela 1: Classificação dos pesticidas de acordo com suas estruturas químicas (conclusão). 

Grupo Pesticida Estrutura 

 

 
Feniluréia Diuron 

H
NCl

Cl

N

O

 

Linuron 

H
N N

O

O

Cl

Cl

 

Monuron 

H
N N

O

Cl  

FONTE: adaptado de Jayaraj, Megha e Sreedev (2016). 

 

Os pesticidas organoclorados, também conhecidos como 

hidrocarbonetos clorados, são moléculas que possuem pelo menos um anel 

na estrutura e múltiplos átomos de cloro (SPARLING, 2016). São compostos 

de baixa polaridade e que possuem baixa solubilidade aquosa. São 

amplamente utilizados como inseticidas e podem ser tóxicos para animais e 

humanos, além de possuírem elevada persistência no ambiente, ou seja, 

possuem uma meia-vida na água ou no solo que pode variar entre 

aproximadamente 60 dias a 10-15 anos (JAYARAJ; MEGHA; SREEDEV, 

2016). Alguns exemplos de pesticidas organoclorados incluem DDD, DDE, 

DDT, aldrina, dieldrina, metoxicloro, heptacloro, dicofol, pentaclorofenol, 

quintozena e toxafeno (RANI; SHANKER; JASSAL, 2017).  

Os organofosforados são pesticidas que contém pelo menos uma 

ligação P-C (fósforo-carbono) e são sintetizados de derivados do fósforo P4, 

como tricloreto de fósforo (PCl3), hidreto de fósforo (PH3) ou hipofosfito de 

sódio (NaPO2H2) (WEFERLING; ZHANG; CHIANG, 2016). São ésteres do 

ácido fosfórico e seus derivados, possuindo uma estrutura geral contendo um 

átomo de fósforo central com uma ligação fosfórica (P=O) ou tiofosfórica 

(P=S)  (STOYTCHEVA, 2011b). Eles agem em organismos vivos através da 

inativação da enzima acetilcolinesterase, uma enzima essencial para a 
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manutenção dos impulsos nervosos em humanos e animais (SURATMAN; 

EDWARDS; BABINA, 2015). Estes pesticidas podem ser degradados sob 

exposição à luz, ar e solo, embora pequenas quantidades possam ser 

detectadas em alimentos e água (JAYARAJ; MEGHA; SREEDEV, 2016). 

Alguns exemplos de pesticidas organofosforados são dimefox, forato, 

glifosato, clorpirifós, disulfoton, diazinon, fenitrotiona, malation, metidation e 

fosmete (MUÑOZ-QUEZADA et al., 2013).  

Os carbamatos são ésteres derivados do ácido carbâmico. Assim como 

os organofosforados, os carbamatos são inibidores da atividade da 

acetilcolinesterase, além de não serem persistentes no meio ambiente e se 

degradarem facilmente, o que os permitem estar entre os pesticidas mais 

utilizados (DHOUIB et al., 2016). Entre os carbamatos estão incluídos carbaril, 

carbofurano, metomil, aldicarbe, ethienocarb, fenobucarb e oxamil 

(MARRAZZA, 2014). 

As triazinas são compostos heterocíclicos contendo nitrogênio. 

Possuem um anel aromático planar com seis membros, mas com três 

carbonos substituídos por nitrogênios. As posições dos nitrogênios no anel 

distinguem três isômeros, referidos como 1,2,3-triazina, 1,2,4-triazina e 1,3,5-

triazina (LEBARON; FARLAND; BURNSIDE, 2011). São compostos 

amplamente utilizados como herbicidas com o objetivo de controlar o 

crescimento de ervas daninhas herbáceas através da inibição do transporte 

de elétrons fotossintéticos das plantas (GUPTA, 2017). Alguns exemplos de 

pesticidas do grupo triazina incluem atrazina, ametrina, clorazina, metribuzina, 

terbutrina, propazina, prometrina, prometron e simazina (YANG et al., 2018).  

Os herbicidas fenoxiácidos são análogos sintéticos dos hormônios de 

crescimento das plantas. São amplamente utilizados na produção agrícola 

para controlar as ervas daninhas de folhas largas, tornando os níveis 

hormonais da erva superiores ao nível normal de crescimento (PENG et al., 

2018). Os fenoxiácidos incluem os compostos 2,4-D, 2,4,5-T, dicloroprop, 

fenoprop, mecoprop, ácido 2,4-diclorofenoxibutírico (2,4-DB) e ácido 2-metil-

4-clorofenoxiacético (MCPA), em que todos possuem uma estrutura molecular 

similar contendo um anel aromático com uma cadeia lateral de ácido 

carboxílico (JAYAKODY; HARRIS; COGGON, 2015).   



 

25 
 

Todos os pesticidas imidazóis compartilham uma estrutura molecular 

contendo um anel planar de cinco membros com dois carbonos substituídos 

por nitrogênios (MANOCHA et al., 2016). É a classe de pesticida mais utilizada 

como fungicida devido à sua capacidade de se ligar à enzima lanosterol 14-

alfa demethylase (CYP51) e, desse modo, prevenir a síntese do ergosterol, 

um componente essencial da membrana celular fúngica (THIND, 2012). 

Exemplos de pesticidas imidazóis são imazalil, procloraz, triflumizol, 

tioconazol, econazol, miconazol, cetoconazol e clotrimazol (CHEN; YING, 

2015; CHEN et al., 2018). 

Os pesticidas do grupo químico feniluréia, juntamente com os 

fenoxiácidos e as triazinas, formam um dos mais importantes grupos de 

herbicidas agrícolas. A estrutura geral de um herbicida feniluréia é fenil–NH–

C(O)–NR2. O grupo fenil é frequentemente substituído com átomos de cloro 

ou bromo, mas também pode ocorrer a substituição com grupos metóxi, 

metila, trifluorometila ou propila (KRIEGER, 2010). São herbicidas sistêmicos 

que entram nas plantas pelas raízes e folhas e inibem o processo de 

fotossíntese através da inibição da transferência de elétrons no fotossistema 

(HUSSAIN et al., 2015). Dentre os herbicidas do grupo feniluréia estão o 

diuron, linuron, monuron, clortoluron, dimefuron, fenuron, fluometuron, 

isoproturon, isouron, metobromuron, metoxuron, monolinuron, neburon e 

siduron (OLIVEIRA JR; CONSTANTIN; INOUE, 2011). 

 

1.1.1 - Toxicidade  

   

Uma vez que os pesticidas são utilizados contra organismos vivos, 

estes compostos podem ser tóxicos para seres humanos. A toxicidade dos 

pesticidas é expressa em valores referentes à dose letal média (DL50), ou seja, 

uma concentração (miligramas do composto ativo por quilogramas de peso 

vivo) necessária para matar 50% de uma população de ratos ou outro animal 

de teste. Desse modo, a DL50 é utilizada como um parâmetro para avaliar os 

riscos que determinado pesticida pode causar à saúde humana (ANVISA, 

2018a). Na Tabela 2 estão descritas as classes dos pesticidas de acordo com 

suas toxicidades e DL50.  
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Tabela 2: Classes toxicológicas dos pesticidas baseados na DL50 por via oral. 

Classe Toxicidade 

I Extremamente tóxico (DL50 ≤ 5 mg/kg) 

II Altamente tóxico (DL50 > 5-50 mg/kg) 

III Moderadamente tóxico (DL50 > 50-300 mg/kg) 

IV Pouco tóxico (DL50 > 300-2000 mg/kg) 

V Improvável de causar dano agudo (DL50 > 2000-5000 mg/kg) 

VI Não classificado (DL50 > 5000 mg/kg) 

FONTE: adaptado de Anvisa (2018a).  

  

O risco para a saúde devido à exposição aos pesticidas depende não 

apenas da toxicidade dos ingredientes ativos, mas também do nível de 

exposição. Além disso, certas pessoas, como crianças, mulheres grávidas ou 

populações idosas, podem ser mais sensíveis aos efeitos destes compostos 

do que outras (KIM; KABIR; JAHAN, 2017). Diversos estudos sugerem que os 

pesticidas estão relacionados a várias doenças, incluindo câncer, diabetes, 

doença de Parkinson, distúrbios cognitivos, entre outros. Os resultados de um 

estudo com 57310 aplicadores de pesticidas nos Estados Unidos indicaram 

associações de dois herbicidas imidazolinonas (imazetapir e imazaquin) com 

câncer de bexiga (KOUTROS et al., 2016). Daniels et al. (2018) relataram uma 

maior taxa (2 a 3 vezes maior) de diabetes mellitus em imigrantes sul-asiáticos 

em relação aos europeus. Os autores correlacionaram o alto índice de 

diabetes a uma maior exposição a pesticidas organoclorados, como o 

diclorodifenildicloroetileno (DDE), diclorodifeniltricloroetano (DDT), 

hexacloroetano e bifenilpoliclorado 118, ocasionados pelo uso indevido destes 

compostos no ambiente asiático. Ratner et al. (2014) demonstraram que a 

exposição crônica a metais e a pesticidas está associada ao desenvolvimento 

da doença de Parkinson em idades mais jovens em relação a pacientes sem 

histórico familiar da doença. Os autores também relataram que a duração da 

exposição era o fator importante que controlava a magnitude de tal efeito. Lee 

et al. (2016) analisaram as concentrações dos pesticidas DDE, trans-

nonacloro e hexaclorobenzeno no plasma sanguíneo de 989 indivíduos com 

idade de 70 anos na Suécia. Os indivíduos que continham maiores níveis dos 

pesticidas tinham três vezes maiores riscos de possuírem problemas 
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cognitivos. Além disso, diversos artigos de revisão têm sido publicados nesta 

década demonstrando os efeitos dos pesticidas na saúde humana (GILDEN; 

HUFFLING; SATTLER, 2010; MNIF et al., 2011; NICOLOPOULOU-STAMATI 

et al., 2016; CIMINO et al., 2017; LI; JENNINGS, 2017; PRUDENTE et al., 

2018). 

 

1.1.2 - Riscos de Contaminação  

  

Os pesticidas são considerados alguns dos principais contaminantes 

ambientais (RICHARDSON; KIMURA, 2016). No Brasil, a Agência Nacional 

de Vigilância Sanitária (Anvisa) tem realizado monitoramento de resíduos de 

agrotóxicos em alimentos através do Programa de Análise de Resíduos de 

Agrotóxicos em Alimentos (PARA). No período de 2013 a 2015, foram 

analisadas 12051 amostras de 25 alimentos de origem vegetal (cereais, 

frutas, hortaliças, raízes, entre outros) representativos da dieta da população 

brasileira. As amostras foram coletadas em estabelecimentos varejistas 

localizados nas capitais do país. Foram pesquisados até 232 pesticidas 

diferentes nas amostras monitoradas (ANVISA, 2016). A Figura 1 demonstra 

a distribuição de pesticidas encontrados em todas as amostras monitoradas. 

Em 5062 amostras (40,0%) não foram encontrados resíduos de pesticidas, 

enquanto que em 4618 (38,3%) foram detectados resíduos em concentrações 

iguais ou abaixo do limite máximo de resíduo (LMR). Desse modo, 9680 

amostras (80,3%) foram consideradas satisfatórias. Porém, 2371 amostras 

(19,7%) continham pesticidas em concentrações acima do LMR ou não eram 

autorizados para as culturas. 

Como demonstrado nas páginas anteriores, há riscos de toxicidade e 

contaminação que podem ser ocasionados pelo mal uso dos pesticidas na 

agricultura. Os pesticidas podem se aderir aos alimentos em concentrações 

acima do permitido. Desse modo, é de suma importância a utilização de 

técnicas analíticas para detecção e quantificação destes compostos em 

alimentos. Dentre as diversas técnicas analíticas, uma será abordada neste 

trabalho: a espectrometria de massas. 
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Figura 1: Distribuição de amostras de origem vegetal de acordo com a presença ou 

ausência de pesticidas e o tipo de irregularidade. 

FONTE: Anvisa (2016). 

 

1.2 - Espectrometria de Massas 

 

A espectrometria de massas (MS) (do inglês, mass spectrometry - MS)  

é uma técnica analítica que possui aplicabilidade na identificação e 

quantificação de uma ampla variedade de compostos (WATSON; 

SPARKMAN, 2007). Desde os primeiros estudos de J. J. Thomson com 

medidas de massa dos elétrons, a MS vem sendo desenvolvida e aprimorada 

para possibilitar a análise de misturas complexas e analitos em níveis de 

traços (HOFFMANN; STROOBANT, 2007). Basicamente, a análise por MS 

consiste na geração ou transferência de íons em uma fonte de ionização e na 

separação dos íons de acordo com suas diferentes razões massa/carga (m/z) 

em um analisador de massas via campo elétrico ou magnético, seguido pela 

detecção dos íons (GROSS, 2017).  

A técnica de ionização desempenha um papel muito importante na MS. 

Não existe uma técnica de ionização universal que possa ionizar todos os 

compostos em diferentes matrizes. É necessária uma técnica de ionização 

adequada para compostos específicos, pois cada técnica tem sua própria 

vantagem para estruturas químicas e grupos funcionais orgânicos específicos. 

Desse modo, o progresso das análises por MS está estritamente ligado aos 

avanços das técnicas de ionização, uma vez que elas possibilitam a análise 

de compostos de diferentes massas e estruturas moleculares presentes em 

amostras complexas (ALBERICI et al., 2010). 
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As técnicas electron ionization (EI) e chemical ionization (CI) foram as 

primeiras a serem utilizadas nas análises por MS. Tais técnicas operam sob 

condições de alto vácuo e exigem que a amostra seja primeiro volatilizada e 

depois ionizada (OUYANG; ZHANG, 2010). Portanto, as duas técnicas são 

limitadas a moléculas voláteis, de baixa massa molecular e termicamente 

estáveis. A necessidade de analisar compostos não voláteis, termicamente 

lábeis e macromoléculas foi um impulso para que pesquisadores 

desenvolvessem técnicas de ionização/dessorção, como matrix assisted laser 

desorption/ionization (MALDI) (KARAS et al., 1987) e electrospray ionization 

(ESI) (YAMASHITA; FENN, 1984).  

MALDI é uma técnica de ionização em que o analito é primeiro co-

cristalizado com um composto orgânico denominado matriz e que atua como 

doador ou receptor de prótons. Após a radiação de um laser ultravioleta (UV) 

nesta mistura analito-matriz, a matriz é evaporada e transporta o analito 

juntamente com ela. Este processo permitiu a análise de biomoléculas (DNA, 

proteínas, peptídeos e açúcares) e grandes moléculas orgânicas (polímeros, 

dendrímeros e outras macromoléculas) que não eram possíveis de serem 

analisadas pelas técnicas de ionização convencionais (GROSS, 2017). No 

entanto, as etapas de preparo de amostra para misturar e co-cristalizar o 

analito com a matriz podem consumir um tempo elevado. Em alguns casos, a 

matriz pode ser um interferente na análise, uma vez que os íons oriundos da 

matriz podem suprimir o íon do analito. Além disso, MALDI não é uma técnica 

adequada para análises quantitativas devido à baixa reprodutibilidade 

ocasionada pela morfologia não homogênia das amostras causadas pela 

cristalização da matriz (PORTA et al., 2015; WANG et al., 2016). 

ESI é uma técnica de ionização baseada na transferência de íons 

previamente formados em solução para a fase gasosa assistida por um campo 

elétrico. Os íons em solução podem ser obtidos pela adição de um ácido (ex: 

ácido fórmico) ou uma base (hidróxido de amônio). Estes íons são ejetados 

da solução em forma de um spray eletrolítico, e são dessolvatados e 

direcionados ao espectrômetro de massas (CHO et al., 2015). Através da ESI, 

a análise por MS se tornou mais simples, onde a necessidade de alto vácuo 

para ionização foi retirada, e moléculas maiores e menos voláteis puderam 
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ser analisadas a partir de misturas complexas, aumentando a faixa de 

aplicações da MS. Porém, mesmo com estes avanços, a técnica ESI pode 

apresentar dificuldades na análise devido ao tratamento da amostra, como a 

extração do analito a partir de sua matriz, o preparo de soluções em solventes 

ultrapuros com pH e teores de sais controlados e, em alguns casos, a 

necessidade do uso de técnicas de separação anterior a análise por MS 

(ALBERICI et al., 2010). O preparo de amostras pode inserir interferentes 

químicos na análise e perdas de informações espaciais do analito na matriz 

(KADAM; MISRA; ZAIMA, 2016).  

Todos os problemas relacionados às técnicas de ionização 

mencionados acima foram estímulos para a criação de um enorme grupo de 

técnicas: a espectrometria de massas ambiente. 

 

1.2.1 - Espectrometria de Massas Ambiente 

 

A espectrometria de massas ambiente (ambient mass spectrometry - 

AMS) é uma família de técnicas que permite a análise de compostos 

diretamente de seus ambientes naturais utilizando o mínimo ou nenhum 

preparo de amostras (COOKS et al., 2006). Tais técnicas operam sob os 

seguintes princípios: os íons são gerados sob pressão atmosférica e 

temperatura ambiente antes de entrarem no espectrômetro de massas; as 

amostras requerem o mínimo ou nenhum pré-tratamento; as moléculas 

podem ser diretamente dessorvidas/ionizadas da superfície da amostra, 

tornando possível a análise em tempo real (HSU; DORRESTEIN, 2015). 

O desenvolvimento da desorption electrospray ionization (DESI) em 

2004 pelo grupo do Dr. Graham Cooks foi um marco na história da AMS. Na 

DESI, um spray de gotículas carregadas (electrospray) é pneumaticamente 

direcionado à superfície da amostra para dessorver e ionizar os analitos. Após 

a dessorção/ionização, os íons são direcionados à entrada do espectrômetro 

de massas para posterior detecção. Desse modo, a análise é realizada 

diretamente da superfície da amostra, não sendo necessário um extenso pré-

tratamento de amostra antes da análise por MS (TAKÁTS et al., 2004). 
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Após a criação da DESI, diversas outras técnicas de AMS foram 

desenvolvidas. Segundo Venter, Nefliu e Cooks (2008), pelo menos 15 novos 

métodos de AMS foram reportados nos três primeiros anos (2004 a 2007) 

após o desenvolvimento da DESI, por exemplo, direct analysis in real time 

(DART), desorption sonic spray ionization (DeSSI), laser ablation electrospray 

ionization (LAESI), desorption atmospheric pressure photo ionization (DAPPI),  

e muitas outras. O número de técnicas de AMS cresceu ao longo dos anos, 

como demonstra alguns artigos de revisão mais recentes (ALBERICI et al., 

2010; HSU; DORRESTEIN, 2015; CHENG et al., 2017). Todas estas técnicas 

são categorizadas de acordo com suas técnicas de ionização base. A técnica 

base é aquela a partir da qual uma técnica de AMS foi desenvolvida, ou seja, 

aquela que melhor explica o princípio de dessorção/ionização das outras 

(Figura 2). 

 

 

Figura 2: A “árvore de ionização” da MS demonstrando as técnicas base (marrom) a partir 

das quais algumas técnicas de AMS (verde) e suas variantes (vermelho) foram 

desenvolvidas. 

FONTE: Adaptado de Alberici et al. (2010). 

 

O desenvolvimento da AMS trouxe simplicidade para as análises de 

MS. Estas técnicas são responsáveis por diminuir o tempo de análise diária 

em um laboratório, bem como por evitar procedimentos no preparo de 

amostras que possam prejudicar a análise. Por estas razões, a AMS se tornou 

amplamente utilizada e sua relevância pode ser notada pela quantidade de 

artigos de revisão recentes demonstrando sua aplicação em diferentes 

campos da ciência, como metabolômica (CLENDINEN; MONGE; 

FERNÁNDEZ, 2017), diagnóstico de câncer (IFA; EBERLIN, 2016), produtos 
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naturais (BOUSLIMANI et al., 2014), controle de qualidade de alimentos 

(WANG; WANG; CAI, 2013), e química forense (CORREA et al., 2016). 

Dentre as diversas técnicas de AMS, três serão utilizadas e detalhadas 

no presente trabalho: paper spray ionization, leaf spray e infrared laser 

ablation sample transfer. 

 

1.2.1.1 - Paper Spray Ionization 

 

A técnica paper spray ionization (PSI), ilustrada na Figura 3, foi 

desenvolvida pelos grupos do Dr. Graham Cooks e Dr. Zheng Ouyang 

(Purdue University, Indiana, EUA) em 2010. A PSI consiste na aplicação de 

uma alta voltagem (ex., 3-5 kV) em um papel triangular contendo a amostra, 

que pode ser uma amostra não tratada (ex., sangue, bebidas) ou um extrato. 

A amostra é depositada no centro do papel e se espalha por efeito de 

capilaridade. O papel é posicionado próximo à entrada do espectrômetro de 

massas que também é submetida à uma voltagem com o objetivo de gerar um 

campo elétrico. Então, um solvente contendo ácido ou base (solvente de 

spray) é aplicado sobre o papel e o campo elétrico induz à formação de um 

spray eletrolítico na ponta do papel. O mecanismo de ionização é semelhante 

ao de ESI: os íons são formados em solução e o forte campo elétrico na ponta 

do papel induz à formação de um spray com gotículas carregadas que são 

dessolvatadas e direcionadas ao espectrômetro de massas (LIU et al., 2010). 

A formação dos íons a partir das gotas ocorre devido à repulsão de íons de 

mesma carga. Este processo pode ocorrer por dois diferentes modelos, o 

modelo de evaporação de íons (ion evaporation model – IEM), em que os íons 

são ejetados das gotas, ou modelo de carga residual (charge residue model – 

CRM), onde são formadas gotas contendo apenas um íon. Os íons gerados 

são moléculas protonadas ([M+H]+), desprotonadas ([M-H]-) e/ou cationizadas 

([M+Na]+, [M+K]+) (WILM, 2011). 
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Figura 3: Esquema geral da técnica paper spray ionization (PSI). 

FONTE: adaptado de Alberici et al. (2010). 

 

Em menos de uma década, a PSI se tornou muito útil e seu 

desempenho tem sido demonstrado para vários analitos e matrizes. 

Recentemente, Michely, Meyer e Maurer (2017) utilizaram a PSI-MS para 

analisar três testes de proficiência de análise toxicológica sistemática e 103 

amostras de urinas humanas. Os resultados da PSI-MS foram comparados 

com os obtidos por cromatografia líquida acoplada à MS (LC-MS). Nas 

amostras autênticas, 73% de todos os 777 fármacos foram detectáveis com 

PSI-MS, embora as análises por LC-MS tenham detectado mais fármacos, 

particularmente em amostras contentdo baixas concentrações de analito. 

Além disso, Mckenna et al. (2018) também realizaram uma triagem 

toxicológica de drogas em sangue utilizando PSI-MS. Os autores relataram o 

desenvolvimento de um método de triagem semiquantitativo para 137 

medicamentos e metabólitos de drogas. A abordagem por PSI-MS foi testada 

em 30 amostras de sangue post-mortem, e uma comparação com LC-MS e 

outros testes de confirmação apresentaram resultados semelhantes. 

Ademais, vários relatos nos últimos 2 anos vem mostrando o uso de PSI-MS 

para análise clínica de metabólitos e drogas em biofluidos (BILLS; MANICKE, 

2016; DAMON et al., 2016; YANNELL et al., 2017; KENNEDY et al., 2018; 

CHIANG; ZHANG; OUYANG, 2018). 

A PSI-MS é uma técnica útil para a ciência e tecnologia de alimentos. 

Evard et al. (2015) utilzaram a PSI-MS para analisar os pesticidas tiabendazol, 

aldicarbe, imazalil, metomil e metiocarbe em laranjas, toranjas, limões, 

tangerinas, tomates, maçãs, pêras, morangos, uvas e pimentas doces. A PSI-
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MS foi capaz de fornecer limites de detecção (LODs) abaixo dos valores de 

LMR estabelecidos para os pesticidas analisados. Yu et al. (2018) analisaram 

o ácido benzóico e a vitamina C em refrigerantes (ex., Coca-Cola, Pepsi), suco 

de laranja, vinagre de maçã e água de coco por PSI-MS. Foram obtidos LODs 

e limites de quantificação (LOQs) de 0,1 e 0,3 µg/mL para o ácido benzóico e 

0,3 e 1 µg/mL para a vitamina C, respectivamente. A recuperação variou de 

91,1 a 106,7% para o ácido benzóico e de 92,6 a 108,2% para a vitamina C. 

A comparação com cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) não 

mostrou diferença substancial na quantificação do ácido benzóico e vitamina 

C nas bebidas. Do mesmo modo, Cody, Tamura e Downard (2018) usaram a 

PSI-MS para detectar e quantificar antocianinas em extratos de sabugo e 

caule de sabugueiro, bem como em três formulações nutracêuticas 

comercialmente disponíveis. Os compostos cianidina-3-sambubiosídeo, 

cianidina-3-glicosídeo, cianidina-3,5-diglucosídeo, cianidina-3-

sambubiosídeo-5-glicosídeo e aglicona cianidina foram rapidamente 

detectados. Nas formulações nutracêuticas, a concentração de antocianinas 

variou de 1050 a 5430 mg/100 g, enquanto nos caules e frutos  a concentração 

variou de 500 a 2370 mg/100 g. Além disso, a PSI-MS tem sido aplicada na 

rápida discriminação de cervejas (PEREIRA et al., 2016) e óleos essenciais 

de bergamota (TAVERNA et al., 2016), quantificação de corantes em bebidas 

ilegais (GUO et al., 2017), identificação de whiskies escoceses falsificados 

(TEODORO et al., 2017) e análise de bisfenol A e seus análogos em produtos 

de embalagens de alimentos (CHEN et al., 2017).  

A química forense tem sido um alvo para aplicações da PSI-MS devido 

às características de rapidez e simplicidade desta técnica. Carvalho et al. 

(2016) utilizaram a PSI-MS para verificar drogas diretamente da superfície de 

selos triangulares, uma vez que algumas drogas são vendidas na forma de 

selo. Os autores detectaram seis drogas projetadas, tais como dietilamida do 

ácido lisérgico (LSD), 2,5-dimetoxi-4-cloroanfetamina (DOC), 2,5-dimetoxi-4-

bromoanfetamina (DOB), 25C-NBOMe, 25B-NBOMe, e 25I-NBOMe. 

Domingos et al. (2017) também analisaram selos contendo 25I-NBOMe, bem 

como extratos e folhas de canabinóides e determinaram a autenticidade de 

fitoterápicos por PSI-MS. Além disso, Tsai, Tipple e Yost (2017) avaliaram 
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vários sistemas de solventes com diferentes tensões superficiais e aditivos 

para verificar seus efeitos na ionização de amostras de explosivos na análise 

por PSI-MS. LODs tão baixos quanto 0,06 ng para o tetranitrato de 

pentaeritritol (PETN) foram observados utilizando isopropanol com nitrato de 

amônio (0,4 mM) como solvente de spray. Amador et al. (2017) descreveram 

o uso da PSI-MS para análise direta de tintas de canetas de diferentes marcas 

de esferográficas, como Bic, Paper Mate, Faber Castell, Pentel, Compactor e 

Pilot. Os autores diferenciaram as canetas esferográficas de acordo com seus 

perfís químicos característicos através da análise de PSI-MS combinada com 

análise multivariada de mínimos quadrados parciais (PLS). Ademais, 

trabalhos recentes relataram o uso da PSI-MS para análise de cocaína e seus 

adulterantes (CARVALHO et al., 2016), determinação de benzodiazepínicos 

(PAULA et al., 2018) e cafeína (TAVERNA et al., 2016) em bebidas, 

discriminação entre perfumes autênticos e falsificados (TEODORO et al., 

2017), detecção de falsificação por assinatura com canetas apagáveis 

(JURISCH; AUGUSTI, 2016) e detecção e quantificação de simuladores de 

agentes de guerra química (DHUMMAKUPT et al., 2017). 

Outras aplicações da PSI-MS em diferentes campos da ciência têm 

sido publicadas recentemente. Em microbiologia, as discriminações entre 

espécies de Candida (HAMID et al., 2015) e entre bactérias Gram-positivas e 

Gram-negativas (WEI et al., 2016) foram adequadamente obtidas. O mesmo 

ocorre no monitoramento de reações, como o monitoramento em tempo real 

de um sistema em equilíbrio químico dinâmico (PAULA et al., 2016) e a 

degradação fotocatalítica do azul de metileno na superfície do papel 

(RESENDE et al., 2017). Compostos apolares (ex., hidrocarbonetos 

aromáticos policíclicos), que normalmente não são ionizáveis com técnicas de 

ionização derivadas de ESI, podem ser analisadas por laser assisted paper 

spray ionization (LAPSI) (BASURI et al., 2018) ou por paper spray chemical 

ionization (PSCI) (KIM et al., 2017), onde em LAPSI é aplicado um laser no 

papel juntamente com uma alta voltagem para produzir uma fotoionização 

similar à análise por APPI-MS, enquanto que em PSCI é utilizada uma 

descarga corona no papel para simular uma análise de APCI-MS. Além disso, 

alguns pesquisadores têm demonstrado interesse no potencial uso da PSI-
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MS em proteômica (HAN et al., 2015), petroleômica (KIM et al., 2018) e 

análise de inorgânicos (CODY; DANE, 2014). 

 

1.2.1.2 - Leaf Spray 

 

A partir da PSI, outra técnica semelhante foi desenvolvida, a leaf spray 

(LS). A LS também foi desenvolvida pelos grupos do Dr. Graham Cooks e Dr. 

Zheng Ouyang e foi reportada pela primeira vez em 2011. A diferença entre 

PSI e LS é que a última utiliza a própria amostra como suporte para formação 

de íons em fase gasosa. Uma fruta ou hortaliça é cortada em formato 

triangular, semelhante à PSI, e uma alta voltagem (3-5 kV) é aplicada ao 

tecido vegetal umedecido com um solvente ácido ou básico (Figura 4). 

Solventes com diferentes polaridades podem ser utilizados com o intuito de 

extrair e analisar compostos variados presentes no mesmo vegetal. Amostras 

com alta quantidade de água (ex., tomate, pimenta, pepino, cebola) não 

necessitam da adição de solvente. Entretanto, espectros com sinais mais 

intensos e melhor relação sinal/ruído podem ser obtidos quando o solvente é 

adicionado. A vantagem da LS em relação à PSI é que, em análises de frutas 

e vegetais, a PSI requer o preparo de um extrato para aplicar no papel, 

enquanto que a LS requer apenas o corte da amostra em formato triangular. 

Desse modo, o conteúdo químico do vegetal pode ser verificado de forma 

rápida sem a necessidade de qualquer preparo de amostra. Os íons gerados 

podem ser protonados, desprotonados e/ou cationizados (LIU et al., 2011).  

 

 
Figura 4: Esquema geral da técnica leaf spray (LS). 

FONTE: adaptado de Liu et al. (2011). 
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A LS-MS já foi empregada na análise direta de pesticidas. Pulliam et 

al. (2015) analisaram o herbicida 2,4-D em folhas de grama utilizando um 

espectrômetro de massas portátil. Os autores aplicaram o herbicida na grama 

e verificaram se a quantidade do composto diminuia com o passar dos dias. 

Durante cinco dias de análises, a intensidade do íon fragmento característico 

do 2,4-D (m/z 219 → m/z 175) diminuiu, demonstrando uma possível perda 

(ex., difusão, evaporação, degradação) do composto. Os mesmos autores 

também analisaram o fungicida clorotalonil em folhas de árvore carvalho. Do 

mesmo modo, após cinco dias, foi possível verificar a diminuição da 

quantidade do fungicida nas folhas. Em outra abordagem, Malaj et al. (2012) 

identificaram vários pesticidas (acetamiprid, difenilamina, imazalil, linuron, 

tiabendazole) diretamente da casca e polpa de uma variedade de frutas e 

vegetais (maçã, pêra, limão, laranja, cenoura, pepino, berinjela, batata). Os 

alimentos foram cortados em formato triangular e diretamente analisados por 

LS-MS. Também foi possível quantificar os pesticidas em frutas e vegetais 

orgânicos por LS-MS/MS utilizando curvas de calibração construídas com a 

adição de padrões internos. Foram encontrados valores de LOD abaixo dos 

LMRs estabelecidos para os pesticidas. Os resultados também demonstraram 

curvas de calibração com R2 > 0,99 e valores de precisão abaixo de 15%. 

A LS-MS é uma técnica amplamente utilizada para análise de 

metabólitos secundários de plantas. Freund et al. (2018) utilizaram LS-MS 

para detecar metabólitos de folhas de Glycyrrhiza lepidota. Foram detectados 

os seguintes compostos: prunetina, glabranina, glepidotina A, glepidotina B, 

glepidotina D, licocumarona e isolicoflavonol. Os autores compararam as 

análises diretas por LS-MS com uma extração das folhas para posterior 

análise por LC-MS. As técnicas LS e LC-MS demonstraram diferenças no 

perfil químico, provavelmente devido à primeira extrair principalmente os 

compostos da superfície da folha. Snyder et al. (2015) utilizaram LS-MS para 

detecção de glicosídeos fenólicos em folhas de Populus deltoides e Populus 

grandidentata. Adicionando brometo de sódio ou cloreto de potássio ao 

solvente de spray, houve um aumento na sensibilidade e seletividade na 

análise por LS(+)-MS, onde os íons dominantes no espectro eram sodiados 

ou potássiados. Do mesmo modo, Liu et al. (2016) analisaram glicosídeos 
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fenilpropanóides em espécies de Callicarpa L., tais como Callicarpae 

kwangtungensis Folium, Callicarpae macrophyllae Folium, Callicarpa nudiflora 

Folium, Callicarpae formosanae Folium e Callicarpa longissima Folium. Os 

espectros de massas das amostras de Callicarpa L. foram analisados por 

análise de componentes principais (PCA) ou análise discriminante por 

mínimos quadrados parciais (PLS-DA), e os resultados demonstraram que 

LS-MS acoplado à análise multivariada pode diferenciar as cinco espécies de 

plantas. 

Outras aplicações da LS-MS têm sido reportadas, por exemplo, 

identificação de alergênicos em espécies de Toxicodendron 

(TADJIMUKHAMEDOV et al., 2012), análise de alterações moleculares em 

Ocimum tenuiflorum induzidas pelo envelhecimento (SARKAR; SRIMANY; 

PRADEEP, 2012), discriminação de Illicium verum e Illicium anisatum através 

da detecção de neurotoxinas (SCHRAGE et al., 2013), detecção de alcalóides 

polihidroxilados em amoras (ZHANG et al., 2013), análise direta de grão de 

café (GARRETT; REZENDE; IFA, 2013) e diferenciação de fitoquímicos 

(MULLER; COOKS, 2014) e de folhas tóxicas e não tóxicas de Jatropha 

curcas (PEREIRA et al., 2017).  

 

1.2.1.3 - Infrared Laser Ablation Sample Transfer 

 

A infrared laser ablation sample transfer (IR-LAST) é uma técnica de 

amostragem ambiente utilizada em MS. Nesta técnica, um laser infravermelho 

(IV) médio (comprimento de onda de 3 µm)  pulsado é utilizado para remover 

materiais de uma superfície de interesse. Depois de removido, o material pode 

ser submetido a técnicas de separação (ex., HPLC) ou ser diretamente 

analisado por MS (PARK; MURRAY, 2011). Diferente de MALDI em que o 

laser é absorvido por uma matriz, em IR-LAST o laser IV médio pode ser 

absorvido por moléculas de água ou outros compostos que contenham grupos 

de absorções vibracionais OH ou NH, não sendo necessária a adição de uma 

matriz externa (RUSSO et al., 2013). 

O uso de um laser IV para dessorver ou remover materiais para serem 

ionizados por ESI foi relatado pela primeira vez em 2007, e foi referido por 
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diferentes nomes, incluindo laser ablation electrospray ionization (LAESI) 

(NEMES; VERTES, 2007) e infrared laser-assisted desorption electrospray 

ionization (IR LADESI) (REZEMOM; DONG; MURRAY, 2008). Todavia, estes 

métodos operam em modo online, isto é, o analito é irradiado pelo laser e é 

dessorvido e ionizado dentro de uma fonte de ESI. O processo de dessorção 

e ionização pode ser desacoplado se o material irradiado for primeiramente 

capturado em um solvente, processado (agitação, centrifugação, extração, 

etc.) e subsequentemente ionizado, ou seja, operado em modo offline. A 

análise em modo offline pode ser vantajosa para análises quantitativas em 

relação ao modo online. Quando a amostra é capturada, o analito pode ser 

extraído e ressuspenso em um volume adequado de solvente que pode 

resultar em uma solução de analito mais concentrada para análise quantitativa 

por MS (DONNARUMMA; MURRAY, 2016).  

A IR-LAST pode ser categorizada como uma técnica de análise em 

modo offline, como demonstra a Figura 5. A amostra é depositada em uma 

lâmina de microscopia de vidro e o laser é aplicado no modo de transmissão 

no lado inverso da lâmina. Após a aplicação do laser, o material irradiado se 

desprende da amostra e é capturado em um tubo de microcentrífuga contendo 

solvente. Após procedimentos de extração, centrifugação, adição adequada 

de volume de solvente, etc., a amostra pode ser analisada por ESI-MS ou 

outro método de ionização (WANG et al., 2018). 

 

 

Figura 5: Esquema geral da técnica infrared laser ablation sample transfer (IR-LAST) com 

análise offline por MS. 

FONTE: adaptado de Wang et al. (2018). 
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A IR-LAST já foi utilizada para capturar material de impressões digitais 

depositadas em diferentes superfícies, como vidros, plásticos e alumínios. Um 

laser IV médio (3 μm) foi aplicado nas superfícies e diferentes analitos  foram 

capturados e analisados por MS. Utilizando MALDI-MS foi possível detectar 

cafeína em quantidades abaixo de 1 ng em todos os materiais. MALDI também 

foi empregada na análise de lubrificantes de preservativos e detecção de 

peptídeos antibacterianos em um creme antisséptico. Diferentes explosivos, 

como 1,3-dinitrobenzeno, 2,4-dinitrotolueno, 1,3,5-trinitrobenzeno, 2,4,6-

trinitrotolueno e 2-amino-4,6-dinitrotolueno de impressões digitais em 

plásticos foram detectados por cromatografia gasosa acoplada à MS (GC-MS) 

(DONNARUMMA et al., 2017). 

A IR-LAST tem sido empregada na análise de peptídeos, proteínas e 

enzimas. Donnarumma e Murray (2016) utilizaram IR-LAST com MS para 

verificar o perfil proteico de cérebro de ratos. Um laser IV foi utilizado para 

transferir partes do tecido de cerebelo e mesencéfalo com 50 μm de 

espessura montadas em uma lâmina de microscopia para um tubo de 

microcentrífuga contendo solvente. O material capturado foi analisado por LC-

MS. Park e Murray (2013) usaram IR-LAST juntamente com eletroforese 

capilar acoplada à MS. O sistema foi testado utilizando misturas de padrões 

de peptídeos e proteínas que foram irradiados por um laser IV médio, 

capturados e analisados via eletroforese capilar-MS. A quantidade de material 

transferido por IR-LAST para o sistema de eletroforese capilar foi de 15 fmol 

para bradicinina, 20 fmol para neurotensina, 40 fmol para angiotensina II e 10 

fmol para encefalina. Já Wang et al. (2018) empregaram IR-LAST na extração 

de enzimas a partir de amostras de 50 μm de espessura de córtex e cerebelo 

de ratos. Os experimentos foram realizados com a enzima tripsina, que foi 

submetida a um laser IV (3 μm), capturada e usada para digerir a albumina do 

soro bovino (BSA). A BSA digerida foi analisada por MALDI-MS e os íons dos 

peptídeos trípticos foram comparados com um padrão analítico da tripsina. 

Em outra abordagem, Pettit et al. (2018) removeram partes de tecido cerebral 

(50 μm de espessura) de ratos por IR-LAST para verificar o perfil proteico. As 

amostras foram analisadas utilizando ion mobility-MS.  
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1.3 - Objetivos 

 

1.3.1 - Objetivo Geral 

 

Comparar, desenvolver e aplicar técnicas de espectrometria de massas 

ambiente, como paper spray ionization (PSI), leaf spray (LS) e infrared laser 

ablation sample transfer (IR-LAST) na análise de pesticidas em frutas e 

hortaliças folhosas. 

   

1.3.2 - Objetivos Específicos 

 

- Comparar as performances analíticas das técnicas PSI e LS-MS através da 

detecção, quantificação, determinação de linearidade, LOD e LOQ dos 

pesticidas atrazina, diuron e metomil em rúcula, manjericão, repolho, alface e 

couve; 

- Sintetizar um molecularly imprinted polymer (MIP) sobre a superfície de uma 

membrana de celulose e utilizá-la como substrato em análise por PSI-MS; 

- Verificar a seletividade e a performance analítica do MIP membrane spray 

ionization através da análise dos herbicidas diuron e 2,4-D em maçãs, 

bananas e uvas, 

- Verificar a dinâmica de penetração e quantificar o fungicida imazalil em 

maçãs utilizando IR-LAST com análise offline por electrospray ionization. 
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Capítulo II:  

Análise de pesticidas por PSI e LS-MS: 

uma comparação analítica 
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2.1 - Introdução 

 

Os herbicidas são compostos amplamente utilizados na agricultura 

para controlar o desenvolvimento de plantas daninhas (MATTHEWS, 2016). 

Dois importantes herbicidas utilizados no Brasil são a atrazina e o diuron. A 

atrazina é um herbicida do grupo químico das triazinas (YANG et al., 2018) e 

é utilizada em diferentes culturas, como  abacaxi, cana-de-açucar, mandioca, 

milho e sorgo (ANVISA, 2016; MAPA, 2018). De acordo com a Anvisa (2018b), 

ela faz parte da classe III (moderadamente tóxico) dentro da classificação 

toxicológica. A atrazina tem sido relatada na literatura como uma potencial 

causadora de câncer de próstata (HU et al., 2016), câncer no fígado (TIAN et 

al., 2018), agente de toxicidade mitocondrial em células hepáticas 

(SAGARKAR et al., 2016), de alteração no sistema reprodutivo (SONG et al., 

2014) e de abortos espontâneos e problemas de desenvolvimento fetal 

(GOODMAN et al., 2014). Já o diuron é um herbicida do grupo das feniluréias 

(HUSSAIN et al., 2015) e tem sido utilizado em culturas de abacaxi, algodão, 

cana-de-açucar, café, banana, laranja, mandioca, milho, trigo e uva (ANVISA, 

2016; MAPA, 2018). Este composto também faz parte da classe III, de acordo 

com a classificação toxicológica (ANVISA, 2018b). O diuron tem sido relatado 

como um potencial agente de toxicidade ao sistema reprodutivo (BEHRENS 

et al., 2016) e à placenta humana (HUOVINEN et al., 2015), além de indutor 

do estresse oxidativo (FELÍCIO et al., 2018).  

Outros compostos vastamente utilizados na agricultura são os 

inseticidas. Esta classe de pesticida é utilizada na agricultura para combater 

insetos (MATTHEWS, 2016). O metomil é um inseticida do grupo dos 

carbamatos (DHOUIB et al., 2016) e tem sido aplicado em algodão, batata, 

brócolis, couve, mandioca, milho, repolho, tomate, trigo e soja (ANVISA, 2016; 

MAPA, 2018). De acordo com a Anvisa (2018b), este composto faz parte da 

classe I (extremamente tóxico) na classificação toxicológica. O metomil tem 

sido associado à toxicidade renal e aumento do estresse oxidativo (ASHOUR 

et al., 2017), toxicidade à acetilcolinesterase (WHITACRE, 2013), além de 

induzir ao polimorfismo da enzima glutationa-S-transferase, o que pode 

acarretar em risco de câncer (EL-BENDARY, 2014). 
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Tradicionalmente, as análises de herbicidas e inseticidas em alimentos 

têm sido realizadas por meio de técnicas analíticas como a cromatografia 

gasosa acoplada à espectrometria de massas (GC-MS) (SHARMA et al., 

2010; GRIMALT; DEHOUCK, 2016; UCLÉS et al., 2017) e a cromatografia 

líquida acoplada à espectrometria de massas (LC-MS) (STACHNIUK; 

FORNAL, 2016; MASIÁ et al., 2016). Ambas as técnicas demonstram 

elevados desempenhos analíticos, porém, requerem etapas laboriosas de 

preparo de amostra antes da análise instrumental. 

Com o advento das técnicas de ionização ambiente, como a paper 

spray ionization (PSI) e a leaf spray (LS), foram introduzidos meios mais 

simples de gerar íons em MS. Estas técnicas aparecem como alternativas 

simplificadas e úteis para a detecção e quantificação de analitos diretamente 

de seus ambientes naturais ou quando colocados em superfícies auxiliares 

(ALBERICI et al., 2010). 

Apesar da enorme aplicabilidade da PSI e LS-MS, como já 

demonstrado no Capítulo I, não há uma descrição detalhada na literatura 

comparando as performances analíticas destas duas técnicas para 

determinação de pesticidas em hortaliças. Neste trabalho, PSI e LS-MS são 

comparadas através de parâmetros analíticos como linearidade (R2) e limites 

de detecção (LOD) e quantificação (LOQ) obtidos a partir da construção de 

curvas de calibração com os herbicidas atrazina e diuron e o inseticida 

metomil. As matrizes utilizadas são as hortaliças rúcula, manjericão, repolho, 

alface e couve. 

 

2.2 - Metodologia  

 

2.2.1 - Materiais, Padrões Analíticos e Solventes 

 

O metanol grau HPLC foi adquirido da J. T. Baker (New Jersey, EUA). 

O papel Whatman #1 (poros de 11 µm) foi adquirido da Whatman International 

Ltd. (Maidstone, Inglaterra), e foi tratado com adição de microcanais 

parafinados com o intuito de direcionar a solução da amostra para a ponta do 

papel, evitando que a amostra se espalhe sobre a superfície do mesmo, como 
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descrito por Colletes et al. (2016). A parafina (140º/145ºF) foi adquirida da 

Petrobrás (Rio de Janeiro, Brasil). Os padrões analíticos dos pesticidas 

(atrazina, diuron e metomil) foram obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA). 

As amostras de rúcula, manjericão, repolho, alface e couve foram adquiridas 

em um supermercado local (Goiânia, Brasil). 

 

2.2.2 - PSI e LS-MS 

 

Para as análises por PSI, as hortaliças foram submetidas à extração 

por metanol. Uma folha de cada vegetal foi cortada em pequenos pedaços e 

depositados em um tubo de centrífuga de polipropileno. Um volume de 3 mL 

de metanol foi adicionado e a extração ocorreu por 3 min sob agitação. O 

extrato resultante foi aplicado em um papel triângular equilátero com 1 cm de 

lado (CARVALHO, et al., 2016). Nas análises por LS, a hortaliça foi cortada 

em formato triângular (equilátero, 1 cm de lado) e utilizada para análise por 

MS. A distância entre a ponta do papel ou hortaliça e a entrada do 

espectrômetro de massas foi de aproximadamente 4 mm (WANG et al., 2010). 

Foram utilizados 15 µL (ESPY et al., 2014) de metanol ácido (0,1% de ácido 

fórmico) como solvente de spray. A Figura 6 ilustra um esquema geral das 

técnicas PSI e LS demonstrando o papel e a hortaliça tendo suas bases 

fixadas por um clipe metálico por meio do qual é aplicada uma alta voltagem.  

 

 
Figura 6: Esquema geral da técnica (a) PSI e (b) LS. 

(a)

(b)
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2.2.3 - Performance Analítica 

 

Para avaliar e comparar o desempenho analítico das técnicas PSI e 

LS, foram construídas curvas de calibração com os padrões analíticos da 

atrazina, diuron e metomil. Para a PSI, alíquotas de soluções estoques dos 

pesticidas foram diluídas nos extratos metanólicos, e alíquotas destes extratos 

foram diluídas na mesma matriz para atingir as concentrações de 10, 100, 

300, 500, 700 e 1000 ppb. O mesmo processo foi aplicado na LS, porém, 

utilizando solvente metanol em vez de extratos. As curvas de calibração foram 

construídas pela medida das razões entre as intensidades absolutas dos íons 

de interesse e a intensidade absoluta de um padrão interno. A atrazina (500 

ppb) foi utilizada como padrão interno para análises com diuron e metomil, e 

o diuron (500 ppb) foi utilizado nas análises com atrazina. Foram adicionados 

15 µL das soluções da amostra no papel ou hortaliça e deixado secar por 3 

min. Em seguida, o padrão interno foi adicionado (15 µL) e deixado secar. As 

análises foram realizadas em triplicata. Os LODs e LOQs foram calculados 

através das equações 3sB/m e 10sB/m, respectivamente, onde sB é o desvio 

padrão de 10 análises do branco e m é o coeficiente angular da curva de 

calibração (VU et al., 2018). Por fim, PSI e LS-MS foram utilizadas para 

verificar a presença de atrazina, diuron e metomil em hortaliças coletadas em 

um supermercado. 

 

2.2.4 - Parâmetros Instrumentais 

 

Os espectros de massas foram obtidos utilizando um espectrômetro de 

massas Thermo Scientific Q Exactive hybrid Quadrupole-Orbitrap. As análises 

foram realizadas no modo de ionização positivo e utilizando o modo de 

aquisição selected ion monitoring (SIM), com uma resolução de 140000. Os 

outros parâmetros experimentais foram: voltagem do spray: 3,5 kV; 

temperatura capilar: 275 ºC; S-lens RF level: 50%; energia de colisão: 35 eV. 
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2.3 - Resultados e Discussões 

 

Os pesticidas atrazina, diuron e metomil foram submetidos à análise 

por PSI(+) e LS(+)-MS. Em todos os casos, os compostos foram detectados 

como moléculas protonadas [M+H]+, com erros de massa abaixo de 1 ppm. A 

Tabela 3 descreve as fórmulas moleculares, massas moleculares, valores de 

m/z medidos e teóricos e os erros de massa obtidos para os três pesticidas. 

 

Tabela 3: Fórmulas e massas moleculares dos pesticidas atrazina, diuron e metomil e seus 

respectivos valores de m/z medidos e teóricos e erros de massa. 

Pesticida Fórmula 
Massa 

molecular 
m/zmedido [M+H]+ m/zteórico [M+H]+ Erro (ppm) 

Atrazina C8H14N5Cl 215,0938 216,1011 216,1010 0,42 

Diuron C9H10ON2Cl2 232,0170 233,0242 233,0243 -0,54 

Metomil C5H10O2N2S 162,0463 163,0535 163,0536 -0,40 

 

Atrazina, diuron e metomil podem ser detectados por PSI(+) e LS(+) 

em baixas concentrações, na faixa de partes por bilhão (ppb). A Figura 7 

demonstra os espectros de massas obtidos por PSI(+) (Figura 7a) e LS(+)-MS 

(Figura 7b) com a atrazina em 10 ppb em rúcula, manjericão, repolho, alface 

e couve. Nesta concentração, foi possível detectar os íons protonados dos 

três compostos em todas as hortaliças com intensidades em torno ou acima 

de 106, utilizando ambas as técnicas. 
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Figura 7: Espectros de massas obtidos por (a) PSI(+) e (b) LS(+) com 10 ppb de atrazina 

em rúcula, manjericão, repolho, alface e couve. 

 

A Figura 8 ilustra os espectros de MS/MS obtidos por PSI(+) (Figura 

8a) e LS(+) (Figura 8b) da atrazina, diuron e metomil na amostra de 

manjericão em uma concentração de 100 ppb. Comparando as duas técnicas 

de ionização para cada composto, os espectros de MS/MS não demonstraram 

diferenças significativas. Isto demonstra que é possível identificar e confirmar 
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a estrutura de pesticidas em baixas concentrações em vegetais por ambas as 

técnicas.  

 

 

Figura 8: Espectros de (a) PSI(+) e (b) LS(+)-MS/MS obtidos com 100 ppb de atrazina, 

diuron e metomil na amostra de manjericão. 

 

Os espectros de MS/MS da atrazina apresentaram um fragmento 

intenso com valor de m/z 174,0544 [M+H]+, devido à perda de propileno da 

cadeia isopropilamina (DONG; LIANG; SUN, 2016), como demonstrado na 

Figura 9a. Nos espectros de MS/MS do diuron, um íon intenso com m/z 

72,0448 [M]+ foi detectado devido à perda da dicloroanilina (NIESSEN, 2010), 

exemplificado na Figura 9b. Já os espectros de MS/MS do metomil 

apresentaram um fragmento com m/z 106,0324 [M+H]+ oriundo da perda de 

isocianato de metila (Figura 9c), e outro fragmento mais intenso com m/z 

88,0215 [M]+ devido à perda de H2O do íon m/z 106 (CHIU; LANGENHOVE, 

1989). 
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Figura 9: Proposta de mecanismo de fragmentação para (a) atrazina, (b) diuron e (c) 

metomil. 

 

Geralmente, em análises quantitativas por MS é comum a utilização de 

moléculas deuteradas como padrões internos, pois o composto deuterado 

será ionizado de maneira semelhante ao analito de interesse. Este processo 

pode evitar erros na quantificação que podem ocorrer devido à supressão 

iônica causada pelos componentes da matriz (STOKVIS; ROSING; BEIJNEN, 

2005; YANG et al., 2012; TAVERNA et al., 2013; ESPY et al., 2014; ZRNČIĆ 

et al., 2014; MICHEL et al., 2015). PSI e LS são técnicas com características 

de simplicidade. O uso de padrões deuterados, que possuem preços elevados 

e nem sempre estão disponíveis, pode tornar estas técnicas mais complexas 

e exigentes. Desse modo, é de suma importância a investigação de métodos 

alternativos para realizar análises quantitativas por ambas as técnicas. Uma 

alternativa é utilizar moléculas não deuteradas, mas que se ionizam de forma 

semelhante ao analito de interesse. Neste trabalho, a atrazina foi utilizada 
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como padrão interno nas análises com diuron e metomil, e o diuron foi utilizado 

nas análises com atrazina. 

As curvas de calibração foram construídas utilizando a razão entre a 

intensidade do íon do analito e do padrão interno. A Figura 10 ilustra um 

exemplo, onde a Figura 10a demonstra os espectros de PSI(+) e a Figura 10b 

os espectros de LS(+) da atrazina (10 a 1000 ppb) utilizando diuron (500 ppb) 

como padrão interno na amostra de alface. Com o aumento da concentração 

da atrazina, há um aumento do valor da intensidade absoluta deste composto 

em relação ao padrão interno. 

 
Figura 10: Espectros de massas obtidos por (a) PSI(+) e (b) LS(+) com atrazina (10-1000 

ppb, m/z 216,1011) utilizando o padrão interno diuron (500 ppb, m/z 233,0242). 

216 218 220 222 224 226 228 230 232

m/z

0

0

0

0

0

0

233,0242216,1011

216,1011 233,0242

216,1011
233,0242

216,1011

233,0242

216,1011

233,0242

216,1011

233,0242

4

5

2

5

10

4

In
te

n
s

id
a

d
e

 a
b

s
o

lu
ta

 (
1

0
6
)

10 ppb

100 ppb

300 ppb

500 ppb

700 ppb

1000 ppb

(a)

[C8H14ClN5 + H]+

216 218 220 222 224 226 228 230 232

m/z

0

0

0

0

0

0
233,0242

216,1011

233,0242

216,1011

233,0242

216,1011

233,0242

216,1011

233,0242

216,1011

233,0242

50

2

5

20

20

10

216,1011

In
te

n
s

id
a

d
e

 a
b

s
o

lu
ta

 (
1

0
6
)

[C8H14ClN5 + H]+

(b)

10 ppb

100 ppb

300 ppb

500 ppb

700 ppb

1000 ppb

[C9H10Cl2N2O + H]+

[C9H10Cl2N2O + H]+

Atrazina Diuron

Atrazina Diuron



 

52 
 

A partir das curvas de calibração de cada pesticida em todas as 

amostras de hortaliças, foram determinadas as linearidades (R2), equações 

da reta e valores de LOD e LOQ para as técnicas PSI e LS-MS (Tabela 4). 

Ambas as técnicas apresentaram linearidades adequadas quando aplicadas 

aos três pesticidas, com R2 acima de 0,99. A técnica LS-MS apresentou os 

menores valores de LOD e LOQ utilizando couve como amostra: com a 

atrazina, LS apresentou um LOD de 0,35 e um LOQ de 1,18 ppb; com o 

diuron, LS mostrou um LOD de 0,82 e um LOQ de 2,74 ppb; já para o metomil, 

o LOD foi de 0,03 e o LOQ 0,11 ppb. No entanto, a PSI-MS também 

apresentou valores baixos de LOD e LOQ: para atrazina e diuron, o LOD foi 

de 2,49 e o LOQ foi de 8,31 ppb utilizando repolho como amostra; para o 

metomil, o LOD foi de 1,23 e o LOQ 4,12 ppb na amostra de alface. Portanto, 

ambas as técnicas aparentam ser adequadas para uma rápida triagem de 

pesticidas em vegetais, pois os resultados de LOD estão abaixo dos níveis 

regulatórios de limite máximo de resíduos (LMR) estabelecidos para os 

compostos estudados em vegetais. De acordo com a Anvisa, o LMR do 

metomil para couve e repolho são de 3000 ppb. Mesmo que a atrazina e o 

diuron não sejam registrados para o uso em rúcula, manjericão, repolho, 

alface e couve, os LMRs destes herbicidas variam de 20 a 250 ppb para 

diferentes culturas como mandioca, milho, trigo, abacaxi, banana, laranja e 

uva.  

Por fim, PSI e LS-MS foram empregados para verificar a presença dos 

pesticidas atrazina, diuron e metomil em folhas de rúcula, manjericão, repolho, 

alface e couve adquiridas em um supermercado local. No entanto, nenhuma 

hortaliça (n=20 para cada amostra) continha teores detectáveis dos 

pesticidas. 

A LS-MS já foi utilizada para análise de pesticidas em frutas e hortaliças 

(LIU et al., 2011). Do mesmo modo, PSI-MS tem sido relatada como uma 

técnica viável para análise de atrazina e metomil. Reeber et al. (2015) 

detectaram atrazina em 10 ppb em amostras de água, além de obterem uma 

curva de calibração com R2=0,9948. O inseticida metomil foi detectado por 

PSI-MS em cascas de tomates, laranjas e uvas e apresentou um LOD abaixo 
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dos LMRs declarados pela legislação de pesticidas da União Europeia 

(EVARD et al., 2015).  

 

Tabela 4: Performance analítica de PSI(+) e LS(+)-MS através da detecção dos pesticidas 

atrazina, diuron e metomil em amostras de hortaliças. 

 

 
2.4 - Conclusão 

 

Este estudo comparou as técnicas paper spray ionization e leaf spray 

através da detecção de pesticidas em hortaliças, bem como pela construção 

de curvas de calibração e determinação de LODs e LOQs. PSI e LS-MS se 

apresentaram como técnicas capazes de detectar os pesticidas atrazina, 

diuron e metomil em baixas concentrações (ppb) em amostras de rúcula, 

manjericão, repolho, alface e couve. Curvas de calibração com linearidades 

Compostos Amostras Métodos Equação da reta (R2) LODa LOQa

Atrazina

Rúcula
PSI y = 0,0022x - 0,0002 0,9926 7,44 24,79
LS y = 0,0058x + 0,1843 0,9926 1,07 3,57

Manjericão
PSI y = 0,0018x + 0,1033 0,9943 9,09 30,30
LS y = 0,0015x + 0,1059 0,9911 10,91 36,36

Repolho
PSI y = 0,0038x + 0,1554 0,9918 2,49 8,31
LS y = 0,001x + 0,2997 0,9937 36,00 120,00

Alface
PSI y = 0,0023x - 0,0861 0,9906 6,81 22,68
LS y = 0,0156x + 0,5319 0,9904 4,94 16,46

Couve
PSI y = 0,0022x + 0,1221 0,9936 7,44 24,79
LS y = 0,0101x - 0,3008 0,9946 0,35 1,18

Diuron

Rúcula
PSI y = 0,0024x + 0,2593 0,9901 6,25 20,83
LS y = 0,0022x - 0,0932 0,9927 7,44 24,79

Manjericão
PSI y = 0,0028x - 0,1469 0,9904 4,59 15,31
LS y = 0,0027x + 0,2047 0,9937 4,94 16,46

Repolho
PSI y = 0,0038x - 0,0859 0,9946 2,49 8,31
LS y = 0,0032x + 0,008 0,9916 3,52 11,72

Al face
PSI y = 0,0031x - 0,1563 0,9938 3,75 12,49
LS y = 0,0015x + 0,0496 0,9937 16,00 53,33

Couve
PSI y = 0,0041x - 0,0645 0,9903 2,14 7,14
LS y = 0,0107x + 0,1094 0,9935 0,82 2,74

Metomi l

Rúcula
PSI y = 0,0013x + 0,2439 0,9910 21,30 71,01
LS y = 0,0014x + 0,1777 0,9923 18,37 61,22

Manjericão
PSI y = 0,0012x - 0,026 0,9910 25,00 83,33
LS y = 0,0014x + 0,3565 0,9963 15,31 51,20

Repolho
PSI y = 0,0053x - 0,1424 0,9923 1,28 4,27
LS y = 0,0021x - 0,0169 0,9912 8,16 27,21

Al face
PSI y = 0,0054x - 0,0472 0,9908 1,23 4,12
LS y = 0,0058x + 0,2555 0,9967 3,05 10,15

Couve
PSI y = 0,0033x + 0,1099 0,9925 3,31 11,02
LS y = 0,0337x + 1,9327 0,9906 0,03 0,11

a ppb.
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adequadas (R2>0,99) e baixos valores de LOQ e LOD (0,03 a 120 ppb) foram 

obtidos nas análises por ambas as técnicas. Além disso, um desempenho 

analítico satisfatório foi alcançado utilizando apenas moléculas não 

deuteradas como padrões internos. A LS-MS aparenta ser mais vantajosa em 

relação à PSI-MS devido a análise ser realizada diretamente do tecido 

vegetal, sem a necessidade de se preparar um extrato do vegetal. Todavia, o 

extrato preparado para a PSI pode ser realizado utilizando uma folha inteira 

do vegetal de uma só vez, o que permite verificar a presença dos pesticidas 

em todo o tecido vegetal em apenas uma análise. Isto não ocorre na LS devido 

à necessidade de cortar a folha em pequenos triângulos e analisar cada um 

separadamente. De todo modo, PSI e LS-MS se apresentam como 

metodologias viáveis para análise de pesticidas em vegetais. 
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Capítulo III: 

MIP membrane spray ionization: 

combinando molecularly imprinted 

polymer (MIP) e paper spray ionization 

para análise de herbicidas em frutas 
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3.1 - Introdução 

 

Como demonstrado no capítulo anterior, a técnica paper spray 

ionization (PSI) pode ser empregada na análise de pesticidas utilizados nas 

lavouras do Brasil, como atrazina, metomil e diuron. Um outro pesticida muito 

utilizado na agricultura brasileira e que pode ser estudado por PSI é o ácido 

diclorofenóxiacético (2,4-D), um herbicida do grupo dos fenoxiácidos 

(JAYAKODY; HARRIS; COGGON, 2015). O 2,4-D tem sido aplicado em 

culturas de arroz, cana-de-açucar, café, mandioca, milho, soja, e trigo 

(ANVISA, 2016; MAPA, 2018). De acordo com a Anvisa (2018b), este 

composto faz parte da classe I (extremamente tóxico) dentro da classificação 

toxicológica. O 2,4-D tem sido correlacionado como potencial causador de 

câncer de estômago e próstata (GOODMAN; LOFTUS; ZU,  2015), indutor do 

linfoma não-Hodgkin (SMITH et al., 2017) e apoptose testicular (ZHANG et al., 

2017). 

Apesar da eficácia e enorme aplicabilidade da PSI, esta técnica pode 

apresentar algumas limitações, por exemplo, supressão iônica e baixa 

sensibilidade em níveis de traço, especialmente em análises de amostras 

complexas (ex., frutas e vegetais). Tentativas de resolver tais problemas na 

espectrometria de massas (MS) tem feito pesquisadores desenvolver novos 

métodos que combinam todas as características da MS com as características 

de purificação de amostra, extração ou enriquecimento do analito fornecidos 

por métodos como solid-phase extraction (SPE) (ZHANG; MANICKE, 2015), 

solid-phase microextraction (SPME) (GÓMEZ-RÍOS et al., 2016), single-drop 

microextraction (SDME) (SUN et al., 2011), liquid phase microextraction 

(LPME) (THUNIG et al., 2012), polymer monolith microextraction (PMME) 

(WANG et al., 2015) e slug-flow microextraction (SFME) (REN et al., 2014). 

Tais técnicas representam uma tendência para a MS, onde dispositivos de 

preparo de amostras são diretamente acoplados à instrumentação da MS. 

Em alguns desses métodos de preparo de amostras, como SPE e 

SPME, materiais seletivos podem ser usados como adsorventes, incluindo os 

molecularly imprinted polymers (MIPs) (WACKERLIG; SCHIRHAGL, 2016; 

CHAVES; QUEIROZ, 2013; LAN et al., 2014). Os MIPs são materiais que 
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fornecem uma superfície quimicamente seletiva (Figura 11). Estes polímeros 

inteligentes mimetizam enzimas pois possuem sítios de reconhecimento 

molecular específicos para um analito alvo em detrimento de outros 

compostos e, portanto, são capazes de acomodar e reter moléculas 

específicas ou classes de moléculas (MARTÍN-ESTEBAN, 2013). 

 

 

Figura 11: Esquema ilustrativo de uma síntese por MIP: (a) estágio inicial de polimerização 

ao redor do template (analito ou moléculas da mesma classe); (b) template retido no 

polímero; (c) remoção do template e formação de uma cavidade seletiva. 

FONTE: Sellergren, 2010. 

 

Os MIPs já foram utilizados com o objetivo de aumentar a seletividade 

de análises com técnicas de espectrometria de massas ambiente (AMS). 

Figueiredo et al. (2010) relataram o uso do MIP para a extração de cinco 

fenotiazinas (clorpromazina, perfenazina, triflupromazina, tioridazina e 

proclorperazina) de amostras de urina e analisaram os compostos por easy 

ambient sonic-spray ionization (EASI). Os autores relataram um aumento na 

seletividade da análise, com os íons das fenotiazinas mais intensos em 

relação a um controle, e encontraram limites de quantificação (LOQs) de 1 

μmol/L. Biesen et al. (2010) utilizaram os MIPs para a extração do herbicida 

2,4-D a partir de amostras de água e analisaram o composto por desorption 

electrospray ionization (DESI). Também foi reportado um aumento na 

seletividade da análise, além de serem obtidos limites de detecção (LODs) 

abaixo de 5 ppb. 

Uma outra estratégia seria acoplar a tecnologia MIP à PSI-MS. Neste 

trabalho, é apresentada a técnica MIP membrane spray ionization (MIP-MSI), 

um novo método baseado em MIPs e PSI-MS. Os MIPs foram produzidos 
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diretamente sobre uma membrana de celulose que foi cortada em formato 

triangular e utilizada como substrato em análises por PSI-MS. Os pesticidas 

monuron e 2,4,5-triclorofenoxiacético ácido (2,4,5-T) foram utilizados como 

templates na síntese do MIP para análises dos herbicidas diuron e 2,4-D, 

respectivamente. Maçãs, bananas e uvas foram utilizadas como matrizes. 

 

3.2 - Metodologia  

 

3.2.1 - Materiais, Padrões Analíticos e Solventes 

 

O metanol grau HPLC foi adquirido da J. T. Baker (Phillipsburg, EUA) 

e a acetona grau analítico da Scharlab S. L. (Sentmenat, Espanha). Para a 

síntese do MIP, padrões analíticos do monuron e 2,4,5-T foram utilizados 

como templates na análise do diuron e 2,4-D, respectivamente, e o ácido 

metacrílico foi utilizado como monômero funcional, o etileno glicol 

dimetacrilato como agente de entrecruzamento (todos comprados da Sigma-

Aldrich, São Paulo, Brasil) e a benzofenona como fotoiniciadora (adquirida da 

Vetec Química Fina Ltda., Rio de Janeiro, Brasil). As membranas de celulose 

(Figura 12) com poros de 0,45 μm, diâmetro de 47 mm e espessura de 160 

μm foram adquiridas da Agilent (Santa Clara, EUA). As frutas (maçãs, 

bananas e uvas) foram coletadas em um supermercado local (Goiânia, Brasil). 

 

 
Figura 12: Membrana de celulose utilizada para a síntese do MIP. 
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3.2.2 - Síntese da Membrana MIP 

 

A síntese da membrana MIP foi baseada em Sergeyeva et al. (2001), 

com pequenas modificações. A membrana de celulose foi lavada com metanol 

em um aparelho de Soxhlet por 4 h e secada sob temperatura ambiente. 

Posteriormente, foi cortada em vários triângulos equiláteros 

(aproximadamente 1 cm de lado) que foram embebidos em uma solução de 

150 mmol/L de benzofenona em acetona por 5 min, e colocados para secar 

sob temperatura ambiente. As membranas triangulares foram transferidas 

para placas de Petri contendo uma solução de metanol com 10 mmol/L de 

monuron ou 2,4,5-T, 50 mmol/L de ácido metacrílico e 150 mmol/L de etileno 

glicol dimetacrilato. Estas membranas em solução foram expostas à irradiação 

ultravioleta (UV) por 20 min. Por fim, o template e os resíduos da síntese  

foram extraídos da membrana com metanol por extração com soxhlet. Um 

non-imprinted polymer (NIP) foi sintetizado de forma semelhante ao MIP, mas 

sem a adição do template. Os MIPs e NIPs foram caracterizados por 

microscopia eletrônica de varredura (MEV). 

 

3.2.3 - Preparo de Amostras 

 

Cada maçã, banana (sem casca) e uva foi homogeneizada e 

aproximadamente 15 g de cada foram depositadas em um tubo de centrífuga 

de polipropileno. Foi adicionado metanol (proporção 1:1 p/v) e a extração 

ocorreu por 3 min sob agitação. Estas misturas foram filtradas a vácuo e os 

extratos foram utilizados para análise por MS. Uma análise prévia dos extratos 

foi realizada para garantir que eles não continham os herbicidas diuron e 2,4-

D, e então eles foram utilizados como brancos e matrizes nos testes analíticos. 

 

3.2.4 - MIP Membrane Spray Ionization 

 

A membrana MIP foi mergulhada em um béquer contendo 2 mL de 

extrato de fruta com pesticida sob agitação por 5 min para que o MIP extraia 

o analito. Foi então removida e secada sob temperatura ambiente. Em 
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seguida, a membrana MIP foi lavada com água deionizada por 1 min com o 

intuito de remover os componentes do extrato na matriz polimérica. Após 

secagem sob temperatura ambiente, a membrana foi fixada por um clipe 

metálico (Figura 13) e posicionada a aproximadamente 4 mm da entrada do 

espectrômetro de massas. Um volume de 15 μL de metanol ácido (0,1% de 

ácido fórmico) foi utilizado como solvente de spray para análises no modo 

positivo e metanol básico (0,1% de hidróxido de amônio) para análises no 

modo negativo. Para avaliar a eficiência qualitativa e seletiva das membranas 

MIP, a intensidade do íon diuron obtido pela membrana MIP monuron e do íon 

2,4-D obtido pela membrana MIP 2,4,5-T foram comparadas com as 

intensidades destes íons obtidos pelo NIP. Além disso, atrazina e metomil 

foram utilizados como analitos na extração pela membrana MIP monuron, e o 

glifosato foi empregado como analito na extração pela membrana MIP 2,4,5-

T. As intensidades destes íons também foram comparadas com aquelas 

obtidas pelo NIP. Os espectros de massas foram obtidos utilizando um 

espectrômetro de massas Thermo Scientific Q Exactive hybrid Quadrupole-

Orbitrap. Para as análises quantitativas, foram monitoradas as intensidades 

dos íons produtos obtidos por MS/MS. Outros parâmetros experimentais 

utilizados foram os seguintes: voltagem do spray: 3,5 kV; temperatura do 

capilar: 275 ºC; S-lens RF level: 50%; resolução: 70000; energia de colisão: 

45 eV. 

 

 

Figura 13: Esquema geral da técnica MIP membrane spray ionization. 
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3.2.5 - Performance Analítica 

 

Para determinar a performance analítica do MIP-MSI-MS, foram 

avaliadas curvas de calibração, LOD, LOQ, exatidão, precisão, recuperação 

e análises em amostras reais. Para construir as curvas de calibração, 

alíquotas de soluções estoques do diuron e 2,4-D foram diluídas nos extratos 

de fruta, e alíquotas destes extratos foram diluídas na mesma matriz para 

atingir as concentrações de 10, 100, 300, 500, 700 e 1000 ppb. As curvas 

foram produzidas a partir das intensidades dos íons do produto da 

fragmentação do diuron e 2,4-D (MS/MS) e as análises foram realizadas em 

triplicata. O LOD foi determinado através da equação Sblank + 3 × σblank, e o 

LOQ foi calculado por Sblank + 10 x σblank, onde Sblank é a média do sinal do 

branco, e σblank é o desvio padrão de 10 replicatas do branco (HOLSTEIN et 

al., 2015; DAMON et al., 2016). Os testes de exatidão e precisão foram 

realizados intra-dia (n = 5) e inter-dia (n = 3) utilizando concentrações de 15, 

400 e 800 ppb. A exatidão foi obtida pela fórmula E = [(AC - NC)/NC] × 100, 

onde E é o erro relativo, expresso em unidades percentuais, AC é a 

concentração analisada e NC é a concentração nominal. A precisão foi 

calculada pela seguinte equação: CV = (SD/AC) × 100, em que CV é o 

coeficiente de variação, expresso em unidades percentuais, e SD é o desvio 

padrão. O teste de recuperação foi realizado fortificando as amostras com as 

mesmas concentrações da exatidão e precisão, e foi obtida pela equação [(AC 

- OC)/NC] × 100, onde OC é a concentração original. Por fim, o MIP-MSI-MS 

foi utilizado para a determinação dos herbicidas diuron e 2,4-D em maçãs, 

bananas e uvas adquiridas em um supermercado local. 

 

3.3 - Resultados e Discussões  

 

Três etapas distintas caracterizam o mecanismo da polimerização por 

radical livre: iniciação, propagação e termino. A taxa de decomposição de um 

iniciador é controlada por variáveis distintas, como calor, luz e meios 

químicos/eletroquímicos (CORMACK; ELORZA; 2004). No presente trabalho, 

a benzofenona foi utilizada como um iniciador e foi ativada por radiação UV. 
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O ácido metacrílico foi empregado como monômero funcional e o etileno glicol 

dimetacrilato como agente de entrecruzamento para a polimerização. Como 

template, monuron e 2,4,5-T foram utilizados na síntese dos MIPs para 

análises do diuron e 2,4-D, respectivamente, pois são moléculas da mesma 

classe. A não utilização da mesma molécula como template e composto a ser 

analisado evita resultados falso-positivos causados por remanescentes do 

template no MIP. 

Para verificar se houve uma modificação na membrana após a síntese 

do MIP, as membranas foram analisadas por MEV. A Figura 14 ilustra a 

modificação da superfície da membrana de celulose após a polimerização do 

MIP e NIP. É possível notar que uma rede polimérica cobre a maioria dos 

poros da membrana de celulose, dando evidências que a polimerização por 

radical livre ocorreu. 

 

 

Figura 14: Imagem obtida por MEV (×3000) de (a) membrana de celulose, (b) NIP e (c) 

membrana MIP. 

 

O processo de polimerização ilustrado na Figura 14c é o resultado de 

uma escolha adequada do template e do monômero funcional. Segundo 

Cormack e Elorza (2004), é necessário coincidir a funcionalidade do template 

com a funcionalidade do monômero funcional de forma complementar (ex., 

um doador de ligação de hidrogênio com um receptor de ligação de 

hidrogênio) para maximizar a processo de formação do MIP. 

A seletividade da membrana MIP foi avaliada comparando as 

intensidades dos íons dos pesticidas obtidas pelo MIP e NIP. A Figura 15 

demonstra um gráfico de barras das intensidades dos íons obtidas dos 

(a)

membrana

de celulose

(b)

NIP
(c)

membrana

MIP
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espectros de massas no modo positivo da atrazina, metomil e diuron em 

extrato de uva (1000 ppb) utilizando a membrana MIP monuron e o NIP. 

Verificando a atrazina, é possível notar que não houve diferenças 

significativas entre as intensidades dos sinais obtidos por MIP e NIP. O 

mesmo também ocorre para o metomil. No entanto, ao verificar o diuron, nota-

se que a intensidade do íon pela membrana MIP foi aproximadamente três 

vezes maior do que a obtida pelo NIP. Isso demonstra que a membrana MIP 

monuron tem alta seletividade e sítios específicos apenas para o diuron, e não 

para a atrazina e metomil. Este resultado era esperado devido à semelhança 

entre as moléculas do monuron e diuron. 

 

 

Figura 15: Gráfico de barras de intensidades de íons obtidas a partir de espectros de 

massas no modo positivo da atrazina, metomil e diuron em extrato de uva (1000 ppb) 

utilizando a membrana MIP monuron e NIP. As barras de erros mostram o desvio padrão 

das análises em triplicata. 

 

Nas análises utilizando a membrana MIP 2,4,5-T (Figura 16), os 

espectros de massas foram obtidos no modo negativo com os pesticidas 

glifosato e 2,4-D em extrato de uva (1000 ppb). Com o glifosato não houve 

diferenças significativas entre as intensidades obtidas pelo NIP e MIP. Já com 

o 2,4-D a intensidade do sinal obtida pela membrana MIP foi muito maior em 

relação ao NIP. Assim como ocorreu na membrana MIP monuron, este 

resultado demonstra que a membrana MIP 2,4,5-T tem alta seletividade e 
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locais específicos para o 2,4-D, e não para o glifosato, devido à semelhança 

entre as moléculas 2,4,5-T e 2,4-D. 

 

 

Figura 16: Gráfico de barras de intensidades de íons obtidas a partir de espectros de 

massas no modo negativo do glifosato e 2,4-D em extrato de uva (1000 ppb) utilizando a 

membrana MIP 2,4,5-T e NIP. As barras de erros mostram o desvio padrão das análises em 

triplicata. 

 

A Figura 17 ilustra o espectro de MS/MS do diuron e 2,4-D em uma 

concentração de 1000 ppb em extrato de uva utilizando MIP-MSI-MS/MS no 

modo positivo e negativo, respectivamente. Como discutido no Capítulo II, a 

fragmentação do diuron produz um íon intenso com m/z 72 devido à perda da 

dicloroanilina. Já o espectro de MS/MS do 2,4-D apresenta um fragmento com 

m/z 161 oriundo da perda da oxiran-2-one (LIU et al., 2014). Desse modo, 

para avaliar a performance analítica da técnica MIP-MSI, as transições de m/z 

233 para m/z 72 e m/z 219 para m/z 161 foram monitoradas em função da 

concentração do diuron e 2,4-D nos extratos das frutas, respectivamente. 
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Figura 17: Espectros de MS/MS obtidos com (a) diuron utilizando MIP-MSI(+) e (b) com 2,4-

D utilizando MIP-MSI(-) em extrato de uva (1000 ppb). 

 

As curvas de calibração foram construídas utilizando concentrações de 

10 a 1000 ppb em extratos de maçã, banana e uva (Figura 18). Linearidades 

adequadas foram encontradas com R2>0,99 para os dois pesticidas em todos 

os extratos de frutas. No entanto, não foi utilizado um padrão interno para a 

construção das curvas analíticas. Geralmente, um padrão interno em análises 

quantitativas por MS é um composto deuterado que pode possuir um preço 

elevado ou estar indisponível. O esforço para encontrar resultados analíticos 

satisfatórios sem a necessidade de utilizar um padrão interno vem sendo 

demonstrado em alguns trabalhos utilizando MIPs e espectrometria de 

massas ambiente (FIGUEIREDO et al., 2010; BIESEN et al., 2010; WILEY et 
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al., 2010; MALAJ et al., 2012; BEACH; WALSH; MCCARRON, 2014; ZHANG 

et al., 2015; ZHOU et al., 2016). O presente trabalho pode contribuir com as 

tentativas de evitar o uso de padrões internos em determinadas análises. 

Na Figura 18 também são demonstrados os valores de LOD e LOQ 

obtidos por MIP-MSI-MS. Os menores valores de LOD e LOQ foram obtidos 

pelo diuron em extrato de uva, 0,17 e 0,41 ppb, respectivamente, e os maiores 

foram obtidos pelo 2,4-D em extrato de maçã, 0,60 e 2,00 ppb, 

respectivamente. Todos os LODs e LOQs estão abaixo do limite máximo de 

resíduos (100 ppb) estabelecidos pela Anvisa para o diuron em bananas e 

uvas. 

 

 

Figura 18: LODs, LOQs e curvas de calibração (10-1000 ppb) utilizando MIP-MSI-MS com: 

(a) diuron em extratos de maçã, banana e uva; (b) 2,4-D em extratos de maçã, banana e 

uva. As barras de erros mostram o desvio padrão das análises em triplicata. 
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Os valores de exatidão e precisão (intra-dia e inter-dia) obtidos por 

MIP-MSI-MS são mostrados na Tabela 5. Nas análises intra-dias do diuron, o 

menor valor de precisão (coeficiente de variação) foi de 2,8% no extrato de 

maçã em 400 ppb, e o menor valor de exatidão (erro relativo) foi de -1,0% no 

extrato de uva em 800 ppb. Nas análises inter-dias, o extrato de banana em 

800 pbb obteve o menor valor de precisão, 2,6%, e o extrato de uva em 400 

ppb obteve o menor valor de exatidão, -1,5%. Já nas análises intra-dias do 

2,4-D, o menor valor de precisão foi de 6,7% no extrato de banana (800 ppb) 

e de exatidão foi de -0,8% no extrato de maçã (800 ppb). Nas análises inter-

dias, o extrato de maçã  (400 ppb) apresentou o menor valor de precisão, 

2,5%, e o extrato de uva (15 ppb) demonstrou o menor valor de exatidão, 

0,3%. Desse modo, os testes de precisão e exatidão apresentaram 

coeficientes de variação e erros relativos inferiores a 20%, em concordância 

com o estabelecido no Manual de Garantia da Qualidade Analítica do 

Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA, 2015). Estes 

resultados foram similares aos relatados por Figueiredo et al. (2010) (precisão 

e exatidão abaixo de 20%) utilizando MIP e espectrometria de massas 

ambiente (MIP-EASI-MS) para análise de fenotiazinas em amostras de urina. 
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Tabela 5: Valores de precisão e exatidão obtidos através da análise de diuron e 2,4-D em extrato de frutas por MIP-MSI-MS. 
  Maçã Banana Uva 

 

Intra-dia 

(n = 5) 

NCa (ppb) 15,0 400,0 800,0 15,0 400,0 800,0 15,0 400,0 800,0 

 ACb (ppb) 16,0 394,6 790,9 17,5 411,2 771,5 16,9 389,3 791,7 

 Precisão (CVc/%) 5,1 2,8 7,6 11,1 12,7 13,3 11,4 9,3 8,4 

 Exatidão (Ed/%) 6,8 -1,3 -1,1 16,9 2,8 -3,6 12,9 -2,7 -1,0 

Diuron            

 

Inter-dia 

(n = 3) 

NCa (ppb) 15,0 400,0 800,0 15,0 400,0 800,0 15,0 400,0 800,0 

 ACb(ppb) 16,3 375,0 730,6 17,3 421,9 780,6 16,4 394,0 772,8 

 Precisão (CVc/%) 3,9 5,4 10,1 14,1 8,4 2,6 12,9 7,0 11,0 

 Exatidão (Ed/%) 8,5 -6,2 -8,7 15,3 5,5 -2,4 9,2 -1,5 -3,4 

            

 
Intra-dia 

(n = 5) 

NCa (ppb) 15,0 400,0 800,0 15,0 400,0 800,0 15,0 400,0 800,0 

ACb(ppb) 14,4 382,7 793,6 14,2 435,1 739,9 14,2 380,9 810,7 

Precisão (CVc/%) 15,1 14,9 11,7 11,8 11,4 6,7 10,9 15,4 15,7 

Exatidão (Ed/%) -4,2 -4,3 -0,8 -5,6 8,8 -7,5 -5,1 -4,8 1,3 

2,4-D            

 
Inter-dia 

(n = 3) 

NCa (ppb) 15,0 400,0 800,0 15,0 400,0 800,0 15,0 400,0 800,0 

ACb(ppb) 15,7 337,2 736,4 14,0 432,7 862,7 15,0 375,7 762,0 

Precisão (CVc/%) 9,2 2,5 6,9 10,3 3,1 6,0 9,6 5,2 4,3 

Exatidão (Ed/%) 4,6 -15,7 -8,0 -6,5 8,2 7,8 0,3 -6,1 -4,7 

                                 aConcentração nominal. bConcentração analisada. cCoeficiente de variação. dErro relativo. 
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Os resultados do teste de recuperação variaram entre 96,4% e 116,9% 

para o diuron, e entre 92,5% e 108,8% para o 2,4-D, como demonstra a Tabela 

6. Estes resultados foram similares aos reportados por Figueiredo et al. (2010) 

(96-106%). Os valores de recuperação obtidos por MIP-MSI-MS também 

apresentaram resultados semelhantes aos obtidos com MIP-SPE-GC-MS 

(recuperação entre 82,1 a 105,2%) para análise de pesticidas 

organofosforados em maçãs, peras e laranjas (WANG et al., 2013). Além 

disso, a recuperação obtida pelo método proposto neste trabalho demonstrou 

valores mais próximos de 100% do que o método MIP-SPE-HPLC-MS 

descrito por González-Sálamo et al. (2015). 

Por fim, a técnica MIP-MSI-MS foi utilizada para detectar teores de 

diuron e 2,4-D em amostras reais. Dez unidades de cada fruta (maçã, banana 

e uva) foram coletadas em um supermercado local. Foram detectados teores 

de diuron em três bananas (4,0, 6,5 e 9,9 ppb). O limite máximo de resíduos 

permitido para o diuron em bananas é de 100 ppb, de acordo com a Anvisa. 

Não foram detectados diuron e 2,4-D nas outras frutas. 

Apesar dos resultados satisfatórios, o método MIP-MSI-MS pode ser 

otimizado. O tempo de extração do MIP empregado aqui foi de 5 min e foi 

suficiente para garantir resultados qualitativos e quantitativos adequados. No 

entanto, outros tempos de extração podem ser estudados para verificar uma 

melhor resposta de análise. O solvente de lavagem também pode ser 

verificado. Este solvente desempenha um papel importante nas análises de 

MIP pois remove os componentes da amostra da matriz polimérica e reduz a 

interação não específica nos sítios de ligação, enquanto o analito permanece 

retido nos sítios de ligação (SANAGI et al., 2013). Neste trabalho foi utilizado 

água como solvente de lavagem, mas misturas de solventes (ex., água, 

metanol, acetonitrila) em diferentes proporções podem ser testadas.  
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Tabela 6: Valores de recuperação obtidos pela análise de diuron e 2,4-D em extrato de frutas por MIP-MSI-MS. 

 Maçã Banana Uva 

Diuron 

NCa (ppb) 15,0 400,0 800,0 15,0 400,0 800,0 15,0 400,0 800,0 

ACb(ppb) 16,0 394,0 790,9 17,5 411,2 771,5 16,9 389,3 791,7 

Recuperação (%) 106,8 98,7 98,9 116,9 102,8 96,4 112,9 97,3 99,0 

           

2,4-D 

NCa (ppb) 15,0 400,0 800,0 15,0 400,0 800,0 15,0 400,0 800,0 

ACb (ppb) 14,4 382,7 793,6 14,2 435,1 739,9 14,2 380,9 810,7 

Recuperação (%) 95,8 95,7 99,2 94,4 108,8 92,5 94,9 95,2 101,3 

                                                         aConcentração nominal. bConcentração analisada.  
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3.4 - Conclusão  

 

Este trabalho demonstrou a combinação de MIP e PSI-MS para obter 

um novo método, o MIP-MSI-MS. Ambas as técnicas podem ser acopladas 

para fornecer uma superfície quimicamente seletiva a uma membrana de 

celulose que pode ser utilizada como suporte para analitos em análises por 

PSI-MS. Além disso, o MIP-MSI-MS é um método relativamente rápido de ser 

preparado, pois a membrana MIP é produzida em menos de 24 h e a análise 

por PSI-MS pode ser realizada em segundos. O MIP-MSI-MS apresentou 

curvas de calibração lineares (R2>0,99) e LODs e LOQs em baixas 

concentrações (abaixo de 2 ppb). Também apresentou valores de precisão e 

exatidão abaixo de 20% e resultados satisfatórios de recuperação, de acordo 

com o MAPA. Por fim, o método MIP-MSI-MS foi utilizado para detectar teores 

de diuron e 2,4-D em amostras reais e possibilitou a detecção de diuron em 

bananas. Este método pode ser otimizado e ser estudado para possível 

aplicação em outros analitos e matrizes. 
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Capítulo IV: 

Análise da penetração de fungicida 

em maçãs por MALDI imaging e 

infrared laser ablation sample transfer 
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4.1 - Introdução  

 

Os fungicidas agrícolas são compostos utilizados para inibir a ação de 

fungos em plantas (MATTHEWS, 2016). Um importante fungicida utilizado na 

agricultura brasileira é o imazalil, um composto do grupo dos imidazóis (CHEN 

et al., 2018). Este composto é amplamente empregado na prevenção da 

degradação de frutas através do controle do crescimento e da esporulação 

das cepas fúngicas (D’AQUINO et al., 2006). Seu modo de ação consiste na 

inibição da biossíntese do ergosterol, um componente essencial da membrana 

das células dos fungos (THIND, 2012). O imazalil é eficiente no controle de 

fungos do gênero Penicillium, como o P. digitatum, P. italicum e P. expansum 

(ERASMUS et al., 2015; JEONG et al., 2015), e tem sido amplamente utilizado 

em culturas de banana, laranja, maçã, mamão, manga, melão e melancia 

(ANVISA, 2016; MAPA, 2018). De acordo com a Anvisa (2018b), este 

fungicida faz parte da classe III (moderadamente tóxico) dentro da 

classificação toxicológica. Alguns estudos têm associado o imazalil como um 

possível indutor de tumor no fígado (TAMURA et al., 2016), além de causar 

desequilibrio da microbiota intestinal e desordem no metabolismo hepático 

(JIN et al., 2017). 

Geralmente, o imazalil é aplicado em frutas após a colheita por 

imersão, aspersão ou spray utilizando concentrações entre 1000 e 2000 ppm 

(CABRAS et al., 1999; ALTIERI et al., 2013; KELLERMAN et al., 2016). Como 

a aplicação ocorre diretamente na casca, há uma preocupação de que o 

fungicida possa penetrar a casca da fruta e se difundir para o interior. A 

tendência de difusão pode ser explicada pela alta polaridade do imazalil e pela 

alta polaridade do interior da fruta devido ao teor de água (KRUVE et al., 

2007). 

Tradicionalmente, as análises de pesticidas em alimentos têm sido 

realizadas por meio de técnicas analíticas como a cromatografia gasosa 

acoplada à espectrometria de massas (GC-MS) (SHARMA et al., 2010; 

GRIMALT; DEHOUCK, 2016; UCLÉS et al., 2017) e a cromatografia líquida 

acoplada à espectrometria de massas (LC-MS) (STACHNIUK; FORNAL, 

2016; MASIÁ et al., 2016). Ambas as técnicas demonstram elevados 
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desempenhos analíticos, mas fornecem informações limitadas sobre a 

distribuição dos pesticidas na amostra.  

A matrix-assisted laser desorption ionization (MALDI) imaging é uma 

técnica que permite a visualização da localização de moléculas em tecidos 

biológicos (ELLIS; BRUINEN; HEEREN, 2013; GESSEL; NORRIS; 

CAPRIOLI, 2014; SPENGLER, 2015; LAGARRIGUE; CAPRIOLI; PINEAU, 

2016). Esta técnica opera através da criação de imagens químicas que são 

geradas plotando as intensidades dos íons do analito de interesse em um 

espaço 2D ou 3D correspondente à área da amostra que foi irradiada por um 

laser (KADAM; MISRA; ZAIMA, 2016). A maioria das aplicações da MALDI 

imaging tem sido em análises de tecido animal. No entanto, vários trabalhos 

têm demonstrado aplicações desta técnica em tecido vegetal e na verificação 

da localização espacial de pesticidas em alimentos (BOUGHTON et al., 2015; 

STURTEVANT; LEE; CHAPMAN, 2016; KADAM; MISRA; ZAIMA, 2016). 

Se o objetivo não for apenas visualizar mas também quantificar o 

pesticida em partes específicas do alimento, seria necessário a utilização de 

uma técnica analítica complementar. A MALDI-MS não é uma técnica 

adequada para análises quantitativas devido à baixa reprodutibilidade 

ocasionada pela morfologia não homogênea das amostras causadas pela 

cristalização da matriz (PORTA et al., 2015; WANG et al., 2016). Já a infrared 

laser ablation sample transfer (IR-LAST) com análise offline por electrospray 

ionization (ESI) emerge como uma técnica adequada para a quantificação de 

compostos em tecidos biológicos, como já demonstrado no Capítulo I. 

Neste trabalho, MALDI imaging e IR-LAST são combinadas para 

analisar a penetração do fungicida imazalil em maçãs. O objetivo é investigar 

a difusão do fungicida a partir da casca até à região interna da fruta utilizando 

MALDI imaging para obter informação da localização espacial e IR-LAST com 

ESI-MS para quantificação. 
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4.2 - Metodologia 

 

4.2.1 - Materiais, Padrões Analíticos e Solventes 

 

A acetonitrila (ACN) grau HPLC, o ácido fórmico e o ácido 

trifluoroacético (TFA) foram adquiridos da Thermo-Fisher Scientific (Waltham, 

EUA) e o ácido α-ciano-4-hidroxicinâmico (CHCA) da Sigma-Aldrich (St. Louis, 

EUA). As lâminas de microscopia de vidro simples foram adquiridas da 

Thermo-Fisher Scientific, e as lâminas de microscopia com óxido de índio e 

estanho (ITO) da Bruker Daltonics (Bremen, Alemanha). O imazalil foi 

adquirido da MedChem Express (Monmouth Junction, EUA), e as maçãs 

orgânicas foram coletadas em um supermercado local (Baton Rouge, EUA). 

 

4.2.2 - Preparo de Amostras 

 

Para os experimentos com MALDI imaging, 12 maçãs foram 

submersas por 2 min em um galão de vidro de 4 L contendo 2 L de uma 

solução aquosa de 1000 ppm de imazalil. Um grupo de 4 maçãs não foi tratado 

com imazalil para ser utilizado como controle no experimento. As maçãs foram 

armazenadas sob temperatura ambiente por 0, 1, 4 e 7 dias. A cada dia, 4 

maçãs (3 contendo imazalil e 1 controle) foram removidas e fatias de 0,2 mm 

de espessura (uma fatia para cada maçã) foram adquiridas utilizando um 

vibratome (Vibratome 1500, Ted Pella, Redding, EUA) e depositadas em 

lâminas de vidro ITO. As fatias de maçã foram submetidas à secagem a vácuo 

por 15 min. Para os experimentos com IR-LAST, foi empregada a mesma 

abordagem descrita acima, porém, utilizando lâminas de microscopia de vidro 

simples e sem secagem a vácuo antes da amostragem.  

 

4.2.3 - MALDI Imaging 

 

Uma solução de 10 mg/mL de CHCA em 1:1 H2O/ACN contendo 0,1% 

de TFA foi utilizada como solução de matriz que foi aplicada nas lâminas 

através de um spray utilizando um nebulizador pneumático (fluxo de 100 
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µL/min e pressão de gás nitrogênio de 10 PSI). O spray contendo a matriz foi 

aplicado a uma distância de 8 cm da fatia de maçã e foram utilizados 14 ciclos 

de spray com 20 segundos cada. A matriz foi deixada secar durante 1 min 

entre cada ciclo. Os espectros de massas obtidos por MALDI foram adquiridos 

utilizando um espectrômetro de massas tandem time-of-flight (UltrafleXtreme, 

Bruker, Bremen, Alemanha). O instrumento é equipado com um laser Nd:YAG 

com comprimento de onda de 355 nm operando a uma taxa de repetição de 

1 kHz. A superfície da amostra foi irradiada com 1000 disparos de laser e um 

step size de 200 µm no modo linear positivo. Após a aquisição dos dados, as 

imagens foram obtidas utilizando o software FlexImaging (Bruker). A 

intensidade do íon protonado do imazalil (m/z 297) foi utilizada para criar as 

imagens. 

 

4.2.4 - IR-LAST 

 

O sistema IR-LAST por laser de infravermelho (IV) médio já foi descrito 

anteriormente (PARK; MURRAY, 2011; DONNARUMMA; CAO; MURRAY, 

2016). A Figura 19 ilustra um esquema geral da IR-LAST. A lâmina de 

microscopia contendo a fatia de maçã foi montada em um estágio de 

translação de dois eixos (LTA-HS, Newport, Irvine, EUA) operados com 

atuadores de 50 mm (LTA-HS , Newport) e um controlador de movimento 

(ESP3000, Newport). O lado inverso da lâmina contendo a amostra foi 

irradiado no modo de transmissão utilizando um oscilador paramétrico ótico 

pulsado ressonante no IV e ajustável por comprimento de onda (IR Opolette, 

OPOTEK, Carlsbad, EUA). A largura do pulso do laser foi de 5 ns, a taxa de 

repetição foi de 20 Hz e o comprimento de onda foi de 2,94 µm. O feixe foi 

direcionado à amostra em um ângulo de 45° e foi focalizado com uma lente 

de distância focal de 50 mm para obter um tamanho de spot de 200 × 250 μm. 

A energia do laser foi ajustada para 2,2 mJ, o que corresponde a uma fluência 

de 44 kJ/m2. Áreas de 1 mm2 da fatia de maçã foram irradiadas pelo laser a 

partir da casca até à região interna. Um tubo de microcentrífuga com 200 μL 

de ACN foi colocado aproximadamente 5 mm abaixo da lâmina de 

microscopia para capturar a amostra irradiada. Após a centrifugação, o 
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sobrenadante foi coletado, secado sob vácuo e ressuspenso em 30 μL de 

ACN com 0,1% de ácido fórmico. As amostras para a construção das curvas 

de calibração foram submetidas ao mesmo processo descrito acima, porém, 

utilizando fatias de maçãs que não continham imazalil e ressuspendendo o 

material capturado em 30 μL de solução de imazalil em ACN com 0,1% de 

ácido fórmico, resultando nas concentrações de 0,005, 0,01, 0,05, 0,1, 0,5, 1 

e 3 ppm. As soluções resultantes foram analisadas por ESI-MS. 

 

 

Figura 19: Esquema geral da técnica IR-LAST. 

FONTE: adaptado de Wang et al. (2018). 

 

A eficiência de transferência da IR-LAST foi determinada adicionando 

três concentrações conhecidas de imazalil (0,005, 0,1 e 1 ppm) em áreas de 

1 mm2 das fatias de maçã. O processo de aplicação do laser, captura e 

preparo das soluções para análise por ESI-MS foi realizado como descrito 

anteriormente. A intensidade do íon protonado do imazalil oriundo das 

soluções resultantes foi comparada com a intensidade do íon de um grupo 

controle de soluções de imazalil que foi preparado utilizando as mesmas 

concentrações descritas acima, mas que não foram submetidas à IR-LAST, 

tornando-se uma concentração nominal igual à eficiência de transferência 

teórica de 100%. A eficiência de transferência foi definida como a razão entre 

o material recuperado e o controle. 
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4.2.5 - ESI-MS 

 

Os espectros de massas foram adquiridos utilizando um espectrômetro 

de massas time-of-flight (Agilent Technologies, Santa Clara, USA). A 

intensidade absoluta do íon protonado do imazalil (m/z 297,0571 [M+H]+) foi 

utilizada em todas as análises. Foram utilizados os seguintes parâmetros 

instrumentais: voltagem do capilar: 4 kV; temperatura do drying gas: 325 ºC; 

temperatura do sheath gas: 375º; fluxo do drying gas: 10 L/min; fluxo do 

sheath gas: 11 L/min; volume de injeção: 1 μL. Os dados foram processados 

utilizando o software Agilent MassHunter Qualitative Analysis B.07.00.   

 

4.3 - Resultados e Discussões 

 

Um teste inicial foi realizado para determinar se o íon protonado do 

imazalil pode ser utilizado nas análises por MALDI imaging. A Figura 20 

demonstra um espectro massas obtido por MALDI após a adição de 1 µL de 

uma solução de 1000 ppm de imazalil (em ACN) e 1,4 µL de uma solução de 

10 mg/mL de CHCA (em 1:1 H2O/ACN com 0,1% de ácido fórmico) em uma 

fatia de maçã (0,2 mm de espessura). O pico da base no espectro de massas 

é o m/z 297 que corresponde à massa nominal da molécula protonada. O 

padrão isotópico verificado em m/z 299 e m/z 301 é consistente com a 

presença de dois átomos de cloro. Os íons associados à matriz CHCA estão 

indicados e são os íons dominantes restantes no espectro de massas e não 

interferem com o íon do imazalil protonado. O limite de detecção (LOD) da 

técnica foi verificado através adição de uma solução de imazalil com CHCA 

numa fatia de maçã da maneira descrita acima. Baseado em um valor de três 

vezes o nível do ruído do branco, o LOD foi identificado como sendo 0,05 ppm. 
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Figura 20: Espectro de massas obtido por MALDI-MS após a aplicação de 1 µL de uma 

solução de 1000 ppm de imazalil (m/z 297 [M+H]+) em uma fatia de maçã. Os íons oriundos 

da matriz CHCA estão marcados por asteriscos vermelhos. 

 

Na Figura 21 são demonstrados os resultados obtidos por MALDI 

imaging através da análise do imazalil em fatias de maçãs em dias diferentes. 

A Figura 20a ilustra as imagens óticas, a Figura 20b demonstra as imagens 

obtidas por MALDI imaging, e a Figura 20c ilustra as imagens óticas e imaging 

mescladas. A imagem da Figura 20b foi obtida plotando a intensidade 

absoluta do íon m/z 297. Na maçã do grupo controle não foi detectado o íon 

do imazalil. No dia 0 (30 min após a aplicação do imazalil), o fungicida foi 

detectado na casca e não foi detectado na região interna. O mesmo ocorreu 

no dia 1. Porém, no dia 4 uma pequena quantidade de imazalil migrou 

aproximadamente 1 mm em direção à região interna, embora a maior 

quantidade tenha permanecido na casca. No dia 7, o composto migrou 

aproximadamente 3 mm para o interior da maçã. 
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Figura 21: Análise da penetração do imazalil (m/z 297 [M+H]+) em maçãs por MALDI 

imaging nos dias 0, 1, 4 e 7: (a) imagem ótica das fatias de maçã; (b) imagens obtidas por 

MALDI imaging; (c) mesclagem das imagens. 

 

A IR-LAST com análise offline por ESI-MS foi utilizada para verificar a 

concentração de imazalil dentro da maçã. Áreas de 0,2 mm x 1 mm da casca 

e áreas de 1 mm x 1 mm da região interna foram submetidas ao laser IV e 

capturadas. O laser foi aplicado na maçã em um padrão diagonal, como 
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demonstra a Figura 22, com o objetivo de evitar a contaminação cruzada das 

regiões adjacentes. Experimentos adicionais demonstraram que a 

concentração de imazalil é constante nas regiões horizontais. 

 

 

Figura 22: Regiões da maçã (1 mm de altura; 1 mm de largura; 0,2 mm de espessura) 

irradiadas por laser a partir da casca (0 mm) até à região interna (7 mm). 

 

Antes da análise quantitativa, avaliou-se a eficiência de transferência 

da IR-LAST para o imazalil em maçãs (Tabela 7). Três soluções de diferentes 

concentrações de imazalil (em triplicata) foram depositadas em áreas de 1 

mm2 de três maçãs diferentes. Cada área de maçã foi submetida ao laser, 

capturada e analisada por ESI-MS. A eficiência de transferência foi 

determinada a partir da razão entre a intensidade do íon imazalil obtido do 

material capturado e um controle. Os resultados obtidos foram próximos de 

60% e é similar a outros resultados reportados utilizando o mesmo sistema 

IR-LAST (WANG et al., 2017; WANG et al., 2018). 
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Tabela 7: Eficiência de transferência da técnica IR-LAST na análise de imazalil em maçãs. 

Concentração (ppm) Eficiência de transferência (%) 

0,005 62 ± 2 

0,1 61 ± 3 

1 62 ± 3 

 

As concentrações de imazalil da casca até a região interna da maçã 

são mostradas na Tabela 8. O limite de quantificação (LOQ) obtido pela 

análise de ESI-MS foi de 0,005 ppm baseado em 10 vezes o nível do ruído do 

branco. No dia 0, imazalil foi detectado apenas na casca (rotulado como 0 mm 

na Tabela 8) em uma concentração de 2,4 ppm. No dia 1, uma concentração 

de 0,024 ppm foi detectada no primeiro milímetro dentro da maçã. No dia 4, 

0,015 ppm de imazalil foi verificado no terceiro milímetro dentro da fruta. No 

dia 7, 0,015 ppm foi detectado no sexto milímetro. Nenhum teor de imazalil foi 

encontrado em regiões além de seis milímetros. As concentrações obtidas no 

primeiro milímetro do dia 1, assim como no segundo e terceiro milímetros do 

dia 4 e no quarto ao sexto milímetros do dia 7, não foram encontradas nos 

resultados por MALDI imaging mostrados na Figura 21b devido ao limite de 

detecção da técnica (LOD = 0,05 ppm). 

 

Tabela 8: Concentração de imazalil a partir da casca (0 mm) até à região interna (7 mm) em 

maçãs. 

                            Concentração (ppm) 

Distância a partir 

da casca (mm) 
Dia 0 Dia 1 Dia 4 Dia 7 

0 2,425 ± 0,105 2,161 ± 0,053 1,748 ± 0,093 1,252 ± 0,026 

1 ALQ 0,024 ± 0,003 0,199 ± 0,016 0,415 ± 0,051 

2 ALQ ALQ 0,019 ± 0,002 0,181 ± 0,020 

3 ALQ ALQ 0,015 ± 0,002 0,059 ± 0,003 

4 ALQ ALQ ALQ 0,022 ± 0,009 

5 ALQ ALQ ALQ 0,019 ± 0,009 

6 ALQ ALQ ALQ 0,015 ± 0,008 

7 ALQ ALQ ALQ ALQ 

 ALQ = abaixo do limite de quantificação 
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Observando a Tabela 8 e integrando as concentrações do dia 7 (soma 

das concentrações da casca ao sexto milímetro) e comparando o resultado 

com o dia 0, observa-se que aproximadamente 20% de imazalil está sendo 

perdido, ou seja, cerca de 3% de perda por dia. Para testar se esta perda 

poderia ser um resultado da fotodegradação, um tubo de microcentrífuga 

aberto contendo 1 ppm de solução de imazalil em ACN foi exposto à uma 

lâmpada UV de 254 nm durante 4 h a uma distância de aproximadamente 5 

mm. Uma solução de imazalil a 1 ppm que não foi exposta à lâmpada UV foi 

utilizada como controle. Ambas as soluções resultantes foram analisadas por 

ESI-MS e os espectros de massas são mostrados na Figura 23. Um possível 

produto de degradação de m/z 261,0804 ([C14H13ClN2O]+H+; perda de HCl do 

imazalil) foi encontrado, mas um sinal correspondente não foi observado nos 

espectros de massas obtidos por ESI ou MALDI na análise de imazalil em 

maçãs nos dias 0 a 7. Os espectros não apresentaram diferenças 

significativas no perfil químico que pudessem indicar a fotodegradação. 

A taxa e a amplitude da migração de imazalil são consistentes com 

alguns estudos anteriores. Por exemplo, a distribuição de imazalil em frutas 

após armazenamento foi estudada anteriormente utilizando cromatografia 

gasosa e líquida. Num estudo de laranjas utilizando HPLC, verificou-se que 

10 a 20% do imazalil aplicado penetrou a casca da fruta após uma semana 

(BROWN; DEZMAN, 1990). A distribuição de imazalil em limões foi analisada 

por GC-MS e verificou-se que a migração para o interior era lenta e que 

aproximadamente 10% do pesticida estava presente no albedo com o restante 

no flavedo após 60 dias. Alguns indícios de lenta degradação do fungicida ao 

longo do tempo foram observados (DORE et al., 2009). Um outro estudo sobre 

a distribuição de imazalil em maçãs quantificadas por HPLC mostrou que 70-

90% do pesticida foi observado na casca após 20 dias. Aproximadamente 20-

25% do pesticida permaneceu na fruta após 155 dias (CANO; PLAZA; 

MUÑOZ-DELGADO, 1987). 
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Figura 23: Espectro de massas por ESI(+) de uma solução de imazalil (m/z 297,0565 

[M+H]+): (a) não exposta à luz UV; (b) exposta à luz UV (254 nm) mostrando a presença do 

íon m/z 261,0804 [C14H13ClN2O]+H+, um produto da perda de HCl da molécula do imazalil. 

 

4.4 - Conclusão 

 

MALDI imaging e IR-LAST com análise offline por ESI-MS foram 

utilizadas para localizar e quantificar o fungicida imazalil em maçãs. MALDI 

imaging foi utilizada para visualizar a dinâmica de penetração do composto à 

medida que este migrava para o interior da maçã. Imagens de regiões das 

maçãs foram capazes de mostrar a profundidade de penetração do imazalil 
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em dias diferentes. No entanto, a IR-LAST com ESI-MS foi necessária para 

detectar teores de imazalil que não puderam ser detectados por MALDI. O 

fungicida foi detectado na parte interna da maçã um dia após sua aplicação. 

Além disso, a IR-LAST com ESI-MS foram utilizadas para quantificar da taxa 

de penetração do imazalil na maçã, que foi de aproximadamente 1 mm por 

dia. O declínio da concentração de imazalil na casca da maçã é perceptível 

ao longo dos dias. Sete dias após a aplicação do fungicida, 0,015 ppm foram 

encontrados no sexto milímetro da região interna da maçã. A amostragem 

ambiente tornou possível evitar etapas laboriosas de preparo de amostras que 

são geralmente empregadas em análises de pesticidas em frutas por técnicas 

tradicionais. A combinação de MALDI imaging e IR-LAST emerge como um 

meio adequado de verificar a dinâmica de migração de fungicidas para a 

região interna de frutas. 
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As técnicas de espectrometria de massas ambiente emergem como 

alternativas úteis para análise de pesticidas em alimentos devido às 

vantagens da redução de etapas de preparo de amostras que é comum nas 

técnicas convencionais. 

Paper spray ionization (PSI) e leaf spray (LS) demonstraram 

semelhantes e altas performances nas análises de pesticidas em vegetais. 

Através dos dois métodos, foi possível construir curvas de calibração com 

linearidades adequadas, obtendo baixos limites de detecção e quantificação 

(faixa de ppb). A LS-MS apresentou uma pequena vantagem sobre PSI-MS, 

pois na primeira técnica, nenhum preparo de amostra foi necessário e o 

rastreio de pesticidas foi realizado diretamente da amostra. Já em PSI-MS, 

uma etapa adicional de extração foi realizada. Todavia, a etapa de extração 

pode permitir a detecção dos pesticidas em todo o tecido vegetal em apenas 

uma análise, o que não ocorre na LS devido à necessidade de cortar a folha 

em pequenos triângulos e analisar cada um separadamente. 

A combinação de molecularly imprinted polymers (MIPs) e PSI-MS 

proporcionou a obtenção de um novo método, o MIP membrane spray 

ionization (MIP-MSI). Ambas as técnicas foram acopladas para fornecer uma 

superfície quimicamente seletiva a uma membrana de celulose, e esta foi 

utilizada como substrato para analisar pesticidas em frutas. Além disso, MIP-

MSI foi um método relativamente rápido de ser preparado, pois a membrana 

MIP foi produzida em algumas horas e a análise por PSI realizada em 

segundos. O método apresentou um desempenho analítico satisfatório, uma 

vez que forneceu curvas de calibração lineares e LODs e LOQs em baixas 

concentrações, além de apresentar valores de precisão e exatidão abaixo de 

20%. O MIP-PSI pode ser desenvolvido e aprimorado para a detecção e 

quantificação de uma variedade de compostos em diferentes matrizes. 

A taxa de migração de pesticidas para o interior das frutas foi 

quantificada por infrared laser ablation sample transfer (IR-LAST) com análise 

offline por electrospray ionization (ESI). A amostragem por IR-LAST reduziu a 

necessidade de etapas laboriosas de preparo de amostras que são 

geralmente utilizadas por técnicas convencionais de análise de pesticidas em 

frutas. Além disto, a IR-LAST proporcionou a possibilidade de quantificar 
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resíduos de pesticidas em locais específicos do alimento. Combinando IR-

LAST com matrix-assisted laser desorption/ionization (MALDI) imaging, foi 

possível verificar a dinâmica e a amplitude da penetração de pesticidas em 

frutas. 
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