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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de uma metodologia
analitica de alta frequéncia para a determinagao simultanea das aflatoxinas B1, B2,
G1 e G2 em amostras de cerveja, empregando microextracdo em fase sélida em
filme fino (TF-SPME) combinada ao uso de polimero molecularmente impresso (MIP)
como fase extratora em sistema semi-automatico de placa de 96 pogos (96 well
plate), com posterior determinagédo por cromatografia liquida de alta eficiéncia com
deteccédo por fluorescéncia (HPLC-FLD). A cerveja, por se tratar de uma matriz
complexa e amplamente consumida, apresenta desafios analiticos significativos,
especialmente no monitoramento de micotoxinas termorresistentes e altamente
téxicas, como as aflatoxinas. O MIP foi sintetizado por polimerizagcao de precipitagao
utilizando um template dummy estruturalmente semelhante as aflatoxinas, visando
maior seletividade, menor toxicidade e alinhamento aos principios da Quimica
Analitica Verde (GAC). A caracterizagdo do MIP e do polimero nao impresso (NIP)
foi realizada por espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FT-
IR), anélise termogravimétrica (TGA) e microscopia eletrénica de varredura (MEV),
confirmando a formagdo do polimero, sua estabilidade térmica e sua morfologia
microesférica. A metodologia de TF-SPME foi avaliada e otimizada por abordagens
multivariadas e univariadas diretamente em amostras reais, sem a necessidade de
derivatizacdo dos analitos. As condi¢cdes 6timas encontradas foram a partir do uso
de fita adesiva dupla face de 2 cm com MIP, condicionamento da fase extratora em
20 min com ACN, com tempo de extracdo e dessor¢do em 50 e 20 min,
respectivamente, com pH em 4,6, o solvente de dessorcdo sendo a ACN, sem a
necessidade de diluir a amostra e realizar limpezas no material extrator apos a
dessorcao. Os parametros analiticos foram determinados com limite de quantificagao
(LOQs) e limite de detecgdo (LODs) de 1 pg.L' e 0,30 ug.L™", respectivamente. O
coeficiente de determinagao (R?), para os 4 analitos foi superior a 0,9811. A precisao
foi avaliada no intradia (n=3) com RSD% < 17,97. A metodologia desenvolvida
mostrou-se eficiente, seletiva e compativel com sistemas semiautomatizados,
possibilitando alta frequéncia analitica e redugdo do consumo de solventes e
residuos, configurando-se como uma alternativa promissora para o monitoramento
de aflatoxinas em cerveja.

Palavras-chave: TF-SPME; MIP; Aflatoxinas; Cerveja.



ABSTRACT

This study aimed to develop a high-throughput analytical methodology for the
simultaneous determination of aflatoxins B1, B2, G1, and G2 in beer samples,
employing thin-film solid-phase microextraction (TF-SPME) combined with a
molecularly imprinted polymer (MIP) as the extraction phase in a semi-automated 96-
well plate system, followed by determination using high-performance liquid
chromatography with fluorescence detection (HPLC-FLD). Beer, as a complex and
widely consumed matrix, poses significant analytical challenges, particularly in the
monitoring of thermoresistant and highly toxic mycotoxins such as aflatoxins. The
MIP was synthesized by precipitation polymerization using a dummy template
structurally similar to aflatoxins, aiming to achieve higher selectivity, lower toxicity,
and compliance with the principles of Green Analytical Chemistry (GAC).
Characterization of the MIP and the non-imprinted polymer (NIP) was performed by
Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR), thermogravimetric analysis (TGA),
and scanning electron microscopy (SEM), confirming polymer formation, thermal
stability, and microspherical morphology. The TF-SPME methodology was evaluated
and optimized using multivariate and univariate approaches directly in real samples,
without the need for analyte derivatization. The optimal conditions were established
using 2 cm double-sided adhesive tape coated with MIP, extraction phase
conditioning for 20 min with acetonitrile, extraction and desorption times of 50 and 20
min, respectively, pH adjusted to 4.6, acetonitrile as the desorption solvent, without
the need for sample dilution or post-desorption cleaning of the extraction material.
The analytical parameters were determined with limits of quantification (LOQs) and
limits of detection (LODs) of approximately 1 ug L™ and 0.30 pg L™, respectively.
The coefficient of determination (R?) for the four analytes was higher than 0.9811.
Precision was evaluated under intraday conditions (n = 3), with RSD% < 17.97. The
developed methodology proved to be efficient, selective, and compatible with semi-
automated systems, enabling high analytical throughput and reduced solvent
consumption and waste generation, thus representing a promising alternative for
aflatoxin monitoring in beer.

Keywords: TF-SPME; MIP; Aflatoxins, Beer.
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1. INTRODUGCAO

A bebida fermentada foi uma ferramenta de suma importancia na
coercao social dos grupos tribais, utilizada para fins de trabalhos comunitarios e
inclusive agregacao de valor de recompensas em sociedades ancestrais, como a do
Antigo Egito. A cerveja tornou-se uma das bebidas fermentadas mais consumidas do
mundo, com processos a base de cereais, agua, leveduras e temperatura, além das
diversas técnicas diferentes para a producdo dos mais variados sabores. No
entanto, diante do alto consumo do produto, ha uma preocupacao crescente quanto
a qualidade deste, visto que 0 mesmo € passivel de contaminacido por aflatoxinas
B1, B2, G1 e G2, metabdlitos secundarios dos fungos Aspergillus flavus e A.
parasiticus.

As aflatoxinas sdo compostos com polaridade intermediaria (LogKow = -0,27
a 1,45) levemente soluveis em agua e completamente soluveis em compostos com
polaridade moderada, como mentol, cloroférmio, acetonitrila, entre outros. Portanto,
a sua solubilidade ocorre em compostos organicos presentes em alimentos
resultando em contaminagao, a qual € amplamente investigada.

Em 1960 na Inglaterra mais de cem mil perus foram mortos, a causa do
problema foi a contaminagdo da ragcao dos animais por aflatoxinas, desta forma,
diversos estudos foram realizados com as aflatoxinas, estas foram classificadas
como B1, B2, G1, G2, M1 e M2, as mais encontradas em alimentos. Suas
caracteristicas lipofilicas e a resisténcia térmica permitem contaminar ao longo de
toda a cadeia produtiva, e alcancar o consumidor. Além disso, observou-se a sua
alta capacidade carcinogénica no figado, relacionado a sua capacidade lipofilica,
entre as quais a aflatoxina B1 é a que possui a maior capacidade, reconhecido pela
Agéncia Internacional em Pesquisa em Cancer (IARC).

Portanto, agéncias governamentais, como a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), estipularam limites maximos toleraveis (LMTs) destes
compostos para monitoramento da qualidade do produto.

Consequentemente, o monitoramento dessas aflatoxinas é realizado através
de metodologias analiticas, porém, produtos alimenticios, como a cerveja,
representam um desafio analitico inerente a sua natureza complexa, repleta de

compostos interferentes as técnicas analiticas. Novas metodologias analiticas
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surgem a fim de superar os desafios analiticos presentes, bem como, para atualizar
metodologias analiticas ultrapassadas.

O alicerce da metodologia analitica sdo as técnicas de preparo de
amostra as quais visam alcancar métodos mais seletivos e sensiveis para
identificacdo e determinacdo dos analitos, principalmente em pequenas
concentragdes, além de permitir que amostras incompativeis com injecao direta nos
instrumentos de separacdo e detecgdo, sejam passiveis de andlise através do
preparo de amostra.

As técnicas de preparo de amostras almejam n&o somente solucionar
os desafios analiticos, buscam também atender aos principios da Quimica Analitica
Verde (GAC), principalmente as técnicas miniaturizadas, permitindo maiores
eficiéncias de extragdao e seguranga ao analista. As técnicas classicas, entre elas a
extracdo em fase solida (SPE), foi precursora da técnica miniaturizada a
microextracdo em fase solida (SPME). Por sua vez, surge a partir da SPME a
microextracdo em filme fino (TF-SPME) como uma adaptagéo que supera os limites
da técnica original. Desta forma, as vantagens da TF-SPME como técnica recente é
amplamente explorada para novas metodologias analiticas, podendo ser acoplada a
sistemas automatizados, como a placa de 96 pocos (96 well plate), os quais
permitem a realizacdo de operacbes simultdneas sem o contato do analista,
reduzindo o erro do método e aprimorando a frequéncia analitica.

Na busca por atingir os principios do GAC, a substituicdo de fases
extratoras comerciais, as quais fazem parte das técnicas apresentadas, por
materiais de fabricagdo prépria que utilizem reagentes que reduzam impactos ao
meio ambiente e ao analista sdo cruciais, entre eles, os polimeros molecularmente
impressos, MIPs, sdo uma classe de compostos que substituem fases extratoras
comerciais, pois, as suas caracteristicas unicas de seletividade, baixo custo e
estabilidade o tornam um material ideal para ser utilizado como fase extratora. Os
MIPs sao resultados de uma polimerizagcdo de um mondmero funcional complexado
com uma molécula template (molde), que apds a polimerizagdo, a molécula de
template é extraida do complexo polimérico, resultando em espacgos vazios, sitios
ativos, exatamente iguais a estrutura da molécula extraida. Desta forma, os MIPs
sao polimeros que simulam a relagdo antigeno e anticorpo observado na natureza,
na qual o sitio ativo do antigeno possui o complemento da estrutura do anticorpo,

resultando em uma alta seletividade.
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Além disto, a substituigdo dos reagentes para sintese dos MIPs por
opgdes mais ambientalmente amigaveis é um esfor¢o valido para uma sintese mais
verde. Entre os reagentes, a substituigdo das moléculas de template é primordial,
visto que, usualmente o template utilizado é o préprio analito, o qual, pode ser
prejudicial ao meio ambiente ao analista e de alto custo (alta pureza do reagente).
Nesse cenario, a utilizagdo de template dummy (molde substituto) € empregado com
uma molécula que possui estrutura molecular similar ao do analito, ou classe de
analito, porém, com menor toxicidade, e mantendo a estabilidade necessaria para a
sintese.

Em relagcédo a isto, este estudo investigou o uso de MIP como fase
extratora na TF-SPME em um sistema semiautomatico para determinacao
simultdnea das aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 em amostras de cerveja, com
determinagdo quantitativa realizada por meio de cromatografica liquida de alta
eficiéncia com detector de fluorescéncia (HPLC-FLD). Além de redugdo das
interferéncias da matriz, o arranjo técnico é uma alternativa viavel diante das
vantagens como a eficiéncia de extragdo e pré-concentracdo da TF-SPME, alta
seletividade fornecida pelo emprego do MIP e alta frequéncia analitica através do 96

well plate.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. CERVEJA

A cerveja € a bebida alcodlica mais consumida no mundo (174 bilhdes de
litros em 2021) (Statista, 2022). Sendo o Brasil um grande consumidor, ficando em
3° lugar no ranking de maior consumidor de cerveja do mundo em 2022, com cerca
de 13.944.000 toneladas de cerveja consumida (World Population Review, 2026).

No Egito Antigo (3150 a.C a 30 a.C), a cerveja foi um meio de agregar valor
para pagamentos e recompensas, evidenciando a sua importancia para aquela
sociedade e a relagdo com as desigualdades sociais (JOFFE, 1998). Além disto, no
Oriente Médio rituais festivos envolvendo bebidas fermentadas foram instrumentos
auxiliares na manutengdo da coesao social e ideologica entre cagadores-coletores,
evidencias presentes no Gobekli Tepe, sudeste da Turquia, apontam para uma forte

relagao entre o uso de bebidas fermentadas como uma forma de reunir méo de obra,
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garantir a cooperagdo e promover a coesdo do mesmo grupo e entre grupos
distintos relacionados em até 200 km de distancia (HOCKINGS; DUNBAR, 2019;
DIETRICH O, 2012;HAYDEN; CANUEL; SHANSE, 2012). Além disso, a relagao da
bebida fermentada como um instrumento de coesdo social ndo € exclusiva do
Oriente, nos Andes, a producdo de chicha, bebida fermentada tradicionalmente
produzida a partir do milho, definiu as relagdes sociais, estruturou o
desencadeamento das atividades agricolas e permitiu a legitimidade da formagéo da
elite governante (BAUER, 1996; CUMMINS, 2002).

Distintamente de bebidas tradicionalmente fermentadas, como o saqué, o
qual ocorre fermentacdo paralela, a produgdo de cerveja segue um processo
diferente na qual sacarificagédo, e fermentagdo ocorrem sequencialmente (YU et al.,
2025). Durante a produgdo da cerveja, enzimas do malte, cevada germinada,
primeiro degradam o amido a agucares redutores, seguido da fermentagdo por
leveduras, a qual converte maltose e glicose em alcool e diéxido de carbono (KIM,
2020;PARK; KANG, 2020). Os acidos organicos sao produzidos por microrganismos,
como as bactérias acidos-lacticas, e componentes de sabor que conferem gosto e
aroma a cerveja, além disso, as alfas e beta-amilases convertem a cevada em
glicose na sacarificagdo, seguida da formagédo de alcool na fermentagcdo pelas
leveduras. (YU et al., 2025).

Evidentemente, a qualidade da cerveja depende do mosto, dos subprodutos,
do tipo de levedura e das condi¢cbes de fermentacdo (LEE, 2019). Desta forma, a
influéncia de variados maltes e intensidade de torrefagcédo, sao alguns fatores que
influenciam na presenga de furanonas, piranona, maltol, pirazinas, fendlicos (2-
metoxifenol e 4-metilfenol, por exemplo), acidos fendlicos, flavonoides,
melanoidinas, vitaminas B, minerais, polifendis antioxidantes, fibra alimentar e
componentes prébidticos (BAMFORTH, 2009; SOHRABVANDI; MOUSAVI; RAZAVI,
2010; NARDINI, 2020; SHOPSKA R.; DENKOVA-KOSTOVA; DZHIVODEROVA-
ZARCHEVA, 2021;Reglitz et al., 2022; YU et al., 2025).

No Brasil a cerveja é definida segundo o Decreto n° 12.709/25 (BRASIL,
2026), como:

“Cerveja é a bebida resultante da fermentacdo alcodlica do
mosto de cevada malteada ou de extrato de malte, submetido
previamente a um processo de cocg¢ao, adicionada de lupulo ou
extrato de lupulo.”
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Sendo que a cevada maltada pode ser substituida por outros gréaos
(adjuntos cervejeiros), como trigo, sorgo, aveia, centeio, quinoa, amaranto, batata-
doce, milho e arroz. (Cadenas et al., 2021;Bogdan; Kordialik-Bogacka, 2017). A

Figura 1 apresenta uma ilustragao relacionada a um tipico processo cervejeiro.

Figura 1 - Tipico Processo Cervejeiro.
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Fonte: Adaptado de Ruiz-Medina; Cérdova, 2015.

Diante disto, emerge uma preocupacgao crescente relacionada aos riscos
de contaminagao da bebida, entre os quais, a contaminacgao por fungos se destaca,
contaminando os adjuntos cervejeiros (gréos cereais) no campo, até mesmo na
estocagem, com toxinas que podem contaminar a cadeia produtiva inteira chegando
até o consumidor final (Rocha et al., 2023). Entre estas toxinas, destaca-se as
aflatoxinas secretadas pelos fungos Aspergillus flavus e A. parasiticus, os quais
crescem em ambientes umidos e quentes, além de outros fatores que promovem o
seu desenvolvimento, como o stress climatico relacionado ao excesso de dioxido de
carbono e agrotoxicos, os quais atuam como ameagas aos fungos que por sua vez,

secretam as aflatoxinas como instrumento de defesa biolégica (Sultana et al., 2024).

2.2. AFLATOXINAS

Na Inglaterra de 1960, inesperadamente ocorreu a morte de mais de

100.000 perus e algumas outras aves, a chamada “doenga X dos perus” levou a
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investigagdes, as quais constataram a presenga de aflatoxinas na ragdo das aves, e
a partir disto, iniciou-se as pesquisas a fundo com essa classe de toxinas (Vijaya
Kumar, 2018). As principais variantes encontradas das aflatoxinas séo a B1, B2, G1,
G2 e M1, uma variante hidroxilada da B1. Entretanto, com exce¢dao da M1 que é
presente, principalmente, no leite, as demais variantes sdo encontradas em graos,
com uma estrutura molecular muito similar entre si, apresentadas na Figura 2
(Zhang; Banerjee, 2020).

Figura 2 - Estrutura Molecular das AFs.

Aflatoxina G1 Aflatoxina G2

Fonte: Adaptado de Zhang, 2020.

Ao decorrer das pesquisas com as aflatoxinas foi documentado a sua
toxicidade pela Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC), e reconhece
que as aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 sao carcinogénicas e hepatoxicas para os seres
humanos, sendo elas classificadas como grupo B1 (carcinogénica para humanos).
Dentre elas, a mais comum e a com maior potencial de carcinogenicidade € a B1. A
sua capacidade toxica esta relacionada com a conversao das aflatoxinas para a
forma reativa de 8,9 — epdxido, a qual é capaz de ligar-se ao DNA e as proteinas
através das enzimas citocromo P450 nos hepatdcitos. A concentragdo das
aflatoxinas no figado (tecido hepatico) deve-se a caracteristica lipofilica do 6rgao,
desta forma, a corrente sanguinea deposita as aflatoxinas ingeridas neste 6rgao,

desencadeando a aflatoxicose (Zhang; Banerjee, 2020; Vijaya Kumar, 2018).
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A aflatoxicose atua de duas formas: aguda e crénica. A forma aguda esta
relacionada a um consumo elevado de aflatoxinas, o qual desencadeia de forma agil
os efeitos deletérios supracitados. Com o consumo de pequenas quantidades de
aflatoxinas diariamente, estas se acumulam nos hepatécitos e desencadeiam as
doencgas de forma crénica (Sultana et al., 2024). Na Figura 3 & apresentando um

panorama geral do impacto das aflatoxinas na sociedade.

Figura 3 - Visao geral do impacto das aflatoxinas.
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O controle e monitoramento efetuado por érgaos reguladores sobre produtos
com possibilidade de contaminagdo com aflatoxinas, é factivel com as capacidades
termolabeis das aflatoxinas com ponto de fusdo entre 237 a 289 °C, o que permite
ser resistente a métodos tradicionais de descontaminagdo. Além disso, s&o
compostos fluorescentes permitindo a sua detecgdo em comprimentos de excitacéo
e emissdo, 450 e 350 nm, respectivamente. Entretanto, em meio aquoso sao
sensiveis a luz ultravioleta (Vijaya Kumar, 2018).

Porém, na maioria dos métodos analiticos utilizados é explorado ferramentas
para o aumento da sensibilidade dos analitos em relagéo aos sistemas de deteccgao.
Neste sentido, como as aflatoxinas B1 e G1 possuem reducdo da capacidade
fluorescente em meio aquoso, para contornar este problema, processos de

derivatizacado sao incluidos nas etapas de preparo de amostra a fim de aumentar a
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sensibilidade do método analitico, sendo realizada por duas vias principais:
Utilizando uma pré-coluna com meio acido para hidratar as liga¢gdes duplas da B1 e
G1, produzindo espécies similares a B2 e G2, respectivamente. Diante disso, como
esta reacao é proporcional a concentracao de H*, comumente utiliza-se acidos fortes
como o acido trifluoracético (TFA) originado pelo anidrido trifluoracético (TFAA) em
contato com agua. O outro modo, é a utilizacdo de uma pos coluna eletroquimica
com lodo ou Bromo, o qual interage com a estrutura da B1 e G1 modificando a sua
emissao fluorescente. Porém, as etapas de derivatizacdo consomem tempo do
método, principalmente se for realizado de maneira offline, na qual é necessario
adicionar a solugdo especifica (para a derivatizagdo acida) a amostra, apos a
reacao, evapora-se o solvente e entdo a amostra é readmitida no solvente adequado
para a fase movel (Aliakbarzadeh; Mahmoudi-Meymand; Mazaheri, 2023;Kok,
1994;Simao et al.,, 2016). A Figura 4 ilustra um cromatograma com e sem

derivatizacao.

Figura 4 - Cromatograma das aflatoxinas
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Fonte: Adaptado de (Kok, 1994).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) regulamenta
por meio do RDC n°® 722/22, os limites maximos toleraveis (LMTs) de aflatoxinas em
diversos alimentos. Sendo estabelecido para o milho o limite 20 ug.kg™' e para graos
cereais (incluindo a cevada maltada) o valor de 5 ug.kg’' de AFs totais (ANVISA,
2022). Comparativamente, a Unido Europeia (EU) por meio do Regulamento n°

915/2023 determina um valor de 2 ug.kg™" para a B1 e 4 ug.kg™’' para o somatério
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das AFs presentes em cevada maltada, em milho o valor é de 5 ug.kg™”' para a B1 e
10 ug.kg™' para o somatorio das AFs (European Comission, 2023).
2.3. CONTAMINACAO NA CERVEJA

No processo cervejeiro cinco comodities sao envolvidas, sendo elas: cevada,
l[upulo, agua, leveduras e adjuntos. A qualidade dessa matéria-prima implica
diretamente nas caracteristicas organolépticas da cerveja. Sendo o processo
incluido pelas etapas de malteagdo, moagem, mosturagao, fermentagao, maturagéo,
filtracdo, estabilizacdo e envase. Entre estas etapas, ha a possibilidade
contaminacdo com aflatoxinas, as quais sao resistentes a temperatura e pH
extremos, portanto, no processo cervejeiro no qual as condigdes sao brandas, a
contaminagdo com aflatoxinas pode ser perpetuada até o produto (Pascari et al.,
2018).

Na malteagdo ocorre a germinagao da cevada de maneira controlada (a
depender do tipo de malte desejado) nas seguintes etapas: steeping (maceragao),
germinacgao e torra/forneamento. No steeping controla-se a temperatura e a umidade
da cevada até atingir cerca de 42 — 48% de agua, esse passo é essencial para
garantir a ativacdo das enzimas envolvidas na germinagdo da cevada. Entretanto,
essas condi¢cbes sao favoraveis ao desenvolvimento de fungos, e por conseguinte,
das aflatoxinas, podendo ocorrer uma contaminagao cruzada entre a presenga de
micotoxinas na agua e na propria cevada contaminada (Pascari et al., 2018).

A fermentagdo do mosto é iniciada pelas leveduras de Saccharomyces
genus, diferentes cepas sao utilizadas referente ao tipo de cerveja desejada, as mais
comuns: cerveja do tipo ale, fermentada pela Saccharomyces cerevisiae e a lager
pela Saccharomyces pastorianus. Neste processo, ocorrera a transformagao, por
meio dos lupulos, dos agucares em alcoois e didxido de carbono, em uma ampla
gama de compostos secundarios, como ésteres e grandes alcoois. Entretanto, para
funcionalizacdo deste processo a temperatura mais comum de fermentacdo € em
torno de 7 a 25°C e 7 a 9 dias, diante disto, a presenca de aflatoxinas pode ocorrer,
visto que em Residuos de Fermentacao da Cerveja (BFR) encontrou-se uma taxa de
adsorcéo de cerca de 48,1% para AF B1 (Campagnollo et al., 2015;Pascari et al.,
2018).

Portanto, com o intuito de avaliar a perpetuacdo de uma concentragao
conhecida de aflatoxinas através do processo cervejeiro até o produto. Pietri et al.,
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2010 avaliou quatro processos cervejeiros distintos na Italia, conhecendo a
concentragao inicial das aflatoxinas em comparagdo com o produto, chegou a um
resultado de uma taxa de transferéncia de 10,5% para a AF B1. Okoye, 1986,
encontrou uma taxa de 41,4% para AF B1 em cerveja de milho, Inoue et al., 2013
avaliou amostras em cada etapa do processo, acompanhando a reducdo de
micotoxinas referente a concentragado inicial, concluindo que menos de 20% é
transferido para a cerveja. Entretanto, ndo ha um método de remocgédo das
aflatoxinas definido, o que ocorre no processo cervejeiro para redugdo das
aflatoxinas no produto, pode estar relacionado com a baixa solubilidade em agua, e
bem como o processo de filtragem apds a fermentagdo, logo, ndo ha uma
eliminagdo completa destes contaminantes (Ruiz-Medina; Fernandez-de Coérdova,
2015; Campagnollo et al., 2015;Ktosowski et al., 2010;Pascari et al., 2018).

No Brasil, Penha et al., 2025 encontraram a presenca de AF B1 e B2 em
torno de 3 a 16% das amostras de cervejas comerciais analisadas, com o valor
médio maior de 0,77 ng.mL™" para B1, para a B2 apenas 3% das amostras foram
encontradas em valores baixos, a G1 e a G2 ficaram abaixo do valor de LOQ. Os
autores indicam que a elevada concentracdo da B1 associada as demais
micotoxinas que foram analisadas, além das aflatoxinas, pode ser resultado de um
problema de contaminagéo generalizada nos ingredientes cervejeiros.

Além disso, Rocha et al. (2023) conduziu um trabalho com amostras de
cervejas no Brasil, o qual constatou a presenca do total de aflatoxinas em 100% das
amostras analisadas (60) acima do valor de LOQ. Os autores também avaliaram a
hipotese relacionada a presengca de adjuntos cervejeiros com o aumento de
aflatoxinas, no entanto, encontraram que as amostras de cerveja puro malte (sem
adjuntos) possuiram maiores concentragdes de B1, diferentemente de outros
trabalhos, como o de Burdaspal P. A., et al. (2013), o qual encontrou uma
concentragao maior de B1 para a cerveja de milho.

De toda a forma, a qualidade da matéria-prima é crucial para que valores
risiveis de aflatoxinas estejam presentes no produto, porém, tipicamente em paises
emergentes, como o Brasil, € comum que a matéria-prima de qualidade seja
destinada ao mercado estrangeiro, os graos de qualidade mediana para o consumo
interno, e o restante, a pior parte da producgao, é destinado a alimentos processados

(Piacentini et al., 2017;Leslie; Logrieco, 2014).
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Diante disto, faz-se necessario analises para monitoramento das aflatoxinas
nos produtos, no entanto, estas analises ndo podem ser realizadas de maneira
direta, necessitando um preparo da amostra para evitar os interferentes da matriz,
concentrar os analitos, garantindo uma reprodutibilidade, e permitir que o analito
esteja em uma fase apropriada para os equipamentos analiticos (Soares da Silva
Burato et al., 2020;Novakova; VIckova, 2009).

2.4.PREPARO DE AMOSTRA

A necessidade em avaliar a qualidade da cerveja, monitorando os
contaminantes e os seus compostos essenciais impulsiona o desenvolvimento de
novas metodologias analiticas (Anderson et al.,, 2019). As metodologias analiticas
sdo compostas pela chamada “marcha analitica”, e nesta incluem os seguintes
passos: Definicdo do objetivo/analito; Sele¢cdo do método; Obtencdo da amostra;
Preparo da amostra; Medida da propriedade mensuravel; Calculo dos resultados;
Estimativa da confiabilidade dos resultados (Skoog et al., 2006).

Esta sequéncia de etapas bem definidas permite alcancar uma resposta
satisfatdria em relagdo ao objetivo da anélise. Contudo, é o preparo de amostra que
desempenha um papel crucial na metodologia analitica, porque a sua fungao de pré-
concentrar os analitos, mitigar os efeitos da matriz e adequar a amostra a um
solvente compativel com a fase moével de instrumentos analiticos € de suma
importancia para o sucesso metodolégico (Novakova; Vickova, 2009).

A vista disto, o preparo de amostras desencadeia um papel crucial da
metodologia analitica, e, portanto, € um fator determinante para obtencido de
sucesso na analise. A fim de alcancar este sucesso analitico, técnicas classicas
foram desenvolvidas como a Extracdo em Fase Sdlida (SPE) e Extracao Liquido-
Liquido (LLE), as quais foram amplamente difundidas e aplicadas em analises,
fazendo parte de métodos oficiais das normativas credenciadas (Zhang; Banerjee,
2020).

Porém, estas técnicas tradicionais eram limitadas a questdes pertinentes
como o alto consumo de solventes orgéanicos, técnicas laboriosas e lentas,
dificuldade em lidar com amostras complexas, solventes toxicos para a exposi¢ao do

analista, grande geracdo de residuos nocivos ao meio ambiente, demanda de
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grande quantidade de amostra dificultando o trabalho com amostras in vivo, como
sangue e saliva, além da dificuldade em automatizac&o (Martins et al., 2025).

Diante deste cenario, a partir do século XX surge as denominadas técnicas
miniaturizadas, as quais alinhadas com os principios da Quimica Analitica Verde
(GAC), possuem o objetivo de reduzir ou substituir solventes orgéanicos toxicos,
incrementar a capacidade em integrar etapas em um unico processo para facilitar a
automatizacao, reduzir a geracao de residuos, e utilizar materiais ambientalmente
amigaveis para aplicagdo, como por exemplo na etapa de extragdo (Gatuszka;
Migaszewski; Namiesnik, 2013; Martins et al., 2025).

2.5. TECNICAS MINIATURIZADAS

As técnicas miniaturizadas foram desenvolvidas a partir das técnicas
convencionais, porém, superando as suas limitagdes, utilizando equilibrios nao
exaustivos, ou seja, sem a necessidade de extrair todo o analito da amostra para
entrar em equilibrio, permitindo um aumento da agilidade nas metodologias
analiticas, além dos avangos em enriquecimento, automagao, entre outros (Carasek;
Scur; Bernardi, 2023).

Entre as principais técnicas miniaturizadas a Microextracdo em Fase Sdlida
(SPME) desenvolvida em 1990 por Janusz Pawliszyn e colaboradores, surgiu como
um aprimoramento dos cartuchos da SPE (Pawliszyn; Arthur, 1990). A partir desta
técnica ocorreu uma grande busca pela miniaturizacdo de outras técnicas. A vista
disto, as técnicas de Microextracdo em Fase Liquida (LPME) surgem a partir de
1995, com a introdugdo de uma nova técnica que utiliza gotas liquidas como fase
extratora chamada de Microextragcdo em gota unica (SDME), sendo a gota uma
interface para a amostra, visando, inicialmente, uma analise de compostos volateis
(Liu; Dasgupta, 1995;Jeannot; Cantwell, 1996).

ApOs estas técnicas pioneiras, e a percepgdo do sucesso destas, outras
variagdes comegaram a surgir. A partir da LPME surgiram outras variagdes, sendo
as mais comuns: a microextragdo liquido-liquido por si (LLME), a mencionada
anteriormente, SDME, microextracdo em fase liquida em fibra oca (HF-LPME) e a
microextracdo liquido-liquido dispersiva (DLLME). No entanto, as técnicas de
microextracdo em fase solida por serem versateis, livres de solventes, e que

necessitam de poucas etapas para introducdo da amostra em instrumentos
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analiticos foram amplamente investigadas (Soares da Silva Burato et al., 2020;Wang
et al., 2026).

2.5.1. MICROEXTRACAO EM FASE SOLIDA (SPME)

A microextracdo em fase solida (SPME), a qual utiliza um suporte de silica
fundida em formato de bastao recoberta por uma camada de fase extratora acoplada
a uma estrutura similar a uma seringa. E uma das técnicas miniaturizadas baseada
em sorcao mais utilizada, desenvolvida para simplificar etapas de preparo de
amostra reduzindo o tempo de analise, além da redugcido do uso de solventes. Esta
técnica pode ser aplicada no modo de imerséo direta (DI) ou headspace (HS), sendo
adequada para anadlises de amostras alimenticias, drogas, gasosas ou liquidas
(Soares da Silva Burato et al., 2020).

Figura 5 - llustragcao da SPME.
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Fonte: Autoria Prépria (2026)

Na ilustracdo apresentada na Figura 5, observa-se o conjunto completo
da SPME sendo a exposicao e retragao da fibra controlada pelo émbolo, a agulha de
aco inoxidavel permite a protecao da fibra quando retraida (suporte da fibra), além
disto, o pino em formato de Z, denominado Holder, permite realizar o movimento de

exposicao mencionado (Pawliszyn; Arthur, 1990).
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A exposicado controlada possibilita a extragcdo dos analitos, apds o equilibrio
de extracdo, a fibra é retraida e exposta, novamente, em um injetor de GC para
realizar uma dessorcao térmica dos analitos. Esta etapa € direcionada para analitos
volateis e normalmente empregada no modo HS, entretanto, ha também o emprego
no modo de imersao direta, indicada para analitos de média a baixa volatidade, e em
situagdes que nd&o apresentam riscos de danos para a fibra (Jalili; Barkhordari;
Ghiasvand, 2020).

A SPME é uma técnica de extracdo ndo exaustiva na qual, apenas uma
parcela da totalidade do analito é extraido, no modo HS um sistema trifasico esta
presente, no qual os analitos migram entre a matriz, o volume do HS, e a fase
extratora, a extragdo encerra-se quando o equilibrio é atingido, portanto, em um
tempo especifico, além disso, este tempo esta relacionado com as propriedades
fisico-quimicas dos analitos, a agitagdo da matriz, a interface entre a amostra e o HS
e 0 aquecimento da matriz ou resfriamento da fibra (Jalili; Barkhordari; Ghiasvand,
2020)(Lancioni et al., 2022). Essa transferéncia de massa ocorre de acordo com as
condigdes de equilibrio descritas na Equacao 1 (Jalili; Barkhordari; Ghiasvand,
2020).

Equacgao 1 — Condigbes de Equilibrio da SPME.
COVS = CS?OVS + Cfoon

Na qual, C;* e Cf° sdo a concentragdo do analito no equilibrio na amostra e na

fibra, respectivamente, juntamente com os seus volumes respectivos. A partir da
Equacao 1, calcula-se pela Equagao 2 o coeficiente de distribuicdo (Kss) entre a

amostra e a fase extratora (Jalili; Barkhordari; Ghiasvand, 2020).

Equagao 2 — Coeficiente de Distribuicao.

COO
_ f
Krs = 2o
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Com isto, esta equacdo descreve o equilibro estabelecido entre a fase
extratora e a amostra, com a combinag¢ao da Equacado 1 com a Equacgao 2 calcula-se

a Equacao 3.

Equacao 3 - Concentracao do analito em equilibrio na fibra.

& =G K:IZE Vv,

Diante desta equacdo, observa-se a relacdo do coeficiente de distribuicdo
entre a fase extratora e a amostra com a concentragao inicial do analito, permitindo
encontrar o valor de concentragao final, no equilibrio, na fase extratora. Além disso,
assumindo que o volume da amostra (V;) € muito maior que o volume da fibra (V),
pode se calcular por meio da Equacdo 4, a quantidade total de mols de analito

extraido pela fase extratora (Pawliszyn; Arthur, 1990).

Equacgao 4 - Total de mols de analito extraido.

K V.V,
n= CrV = Coﬁ
Esta equacédo revela que o numero de mols de analito extraido (n) é
proporcional a concentragcdo do analito na matriz, ou seja, mesmo sendo uma
extracdo nao-exaustiva, a SPME pode ser utilizada como analise quantitativa
(Lancioni et al., 2022;Jalili; Barkhordari; Ghiasvand, 2020;Pawliszyn; Arthur, 1990).
Na SPME, observa-se pela Equagéo 4 que o volume da fase extratora (V)
esta relacionado com o numero de mols de analito, sendo assim, o aumento deste
volume, bem como, o aumento da area superficial e porosidade, aumentam a
eficiéncia desta técnica. Para isto, € necessario realizar uma mudanga geométrica
na disposicdo da fase extratora, como na SPME a geometria € um cilindro, uma

forma geométrica a qual aumenta o volume, é a férmula retangular presente na
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técnica de microextragdo em fase sélida em filme fino (TF-SPME)(Piri-Moghadam;
Alam; Pawliszyn, 2017;Jiang; Pawliszyn, 2012;Wieczorek, 2024).

2.5.2. MICROEXTRACAO EM FILME FINO

A TF-SPME foi apresentada em 2003 por Bruheim e colaboradores, com o
objetivo de superar as limitagdes da técnica precursora a SPME. Entre as limitagdes,
a necessidade de altas temperaturas para dessorgcéo térmica de alguns analitos
polares, a qual degradava a fibra e, muitas vezes, o proprio analito, a fragilidade da
fibra, e principalmente, a limitacdo de area superficial (Bruheim; Liu; Pawliszyn,
2003).

Diferentemente da SPME, o formato retangular da TF-SPME permite que uma
quantidade maior de mols de analito seja extraida, incrementando diretamente a
sensibilidade do método analitico, sem prejudicar o tempo de equilibrio de extragao,
como apresentado na Equacao 4, similarmente a SPME. De mesma maneira, a TF-
SPME pode ser aplicada no modo Headspace € no modo de imersao direta, com
uma distribuicdo de sorvente em uma espessura menor, entretanto, com uma area
superficial maior. A teoria cinética de extragao da TF-SPME, presente na Equacgao 5,
ilustra como a modificagdo geométrica resulta em uma melhor eficiéncia de extragao

(Jiang; Pawliszyn, 2012).

Equacgao 5 — Cinética de Extragao da TF-SPME.
0K¢s(b — a)
D
Na qual exprime a relagao entre o tempo de equilibrio de extracdo (tqso,), cOMm

tosy, = 3

o coeficiente de particdo dos analitos no equilibrio entre as fases (K;,), a espessura

de recobrimento do sorvente (b — a), a espessura da camada limite (§), presente ao
redor da fase extratora, e por fim, o coeficiente de difusdo dos analitos (D).
Diretamente, observa-se a relagdo entre o tempo de equilibrio e a espessura de
recobrimento do sorvente, a qual demonstra que menores espessuras de fase
extratora resultam em tempos de equilibrio menores. Além disso, uma fase extratora

com uma area superficial maior acelera a taxa de extracdo dos analitos, como
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demonstrado na Equacdo 6, sendo que a taxa de extragao inicial (d"/dt) e

proporcional a area superficial da fase extratora (A), o coeficiente de difusdo do

analito (D) e a concentracdo de analito na amostra (C;) (Jiang; Pawliszyn, 2012).

Equacao 6 — Taxa de extracdo em relagcao a area superficial.

dn_(DA)C
dt \§/)°¢

A Figura 6 ilustra os modos de aplicacédo da TF-SPME, headspace e imersao

direta.

Figura 6 - Modos de operacao da TF-SPME.
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Fonte: Autoria Prépria (2026)

Além disto, esta técnica pode ser adaptada em instrumentos
automatizados, os quais permitem alcangar maiores rendimentos analiticos, como é
o caso do sistema de placa de 96 pocos (96 well plate), o qual permite processar até
96 amostras simultaneas, sendo um conjunto adaptado recentemente, com
aplicacoes relacionadas a cromatografia liquida de alta eficiéncia (Zhou; Wieczorek;
Pawliszyn, 2023). Na figura 7 é representado um sistema TF-SPME com a placa de
96 pocos, idéntico ao comercialmente disponivel (Professional Analytical Systems

Technology, Magdala, Germany).
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Figura 7 - TF-SPME com 96 well plate.
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Fonte: Autoria prépria (2026).

No instrumento ilustrado pela Figura 7, pode-se realizar etapas de
condicionamento da fase extratora, extracdo, dessorcao, de forma semi-automatica
(automatica em alguns casos), e simultdnea. Além disso, algumas versbes do
conjunto contam com sistema de evaporagao de solventes para maior concentragao
dos analitos, e configuragcdo para realizagdo automatica de todos os passos
desejados no preparo da amostra designada, contribuindo significativamente para a
reducdo de erros, ampliando assim, a robustez da técnica estabelecida (Zhou;
Wieczorek; Pawliszyn, 2023).

Esse conjunto opera utilizando pogos de polipropileno com volume de 2 mL
para extragdes de amostra, e 0,5 mL para dessorgéo, além disso, com a capacidade
de realizar cada etapa simultaneamente com até 96 amostras (Mirnaghi; Monton;
Pawliszyn, 2012). Neste processo, utiliza-se um agitador do tipo orbital para garantir
agitacdo da amostra durante as etapas do preparo, no sistema automatico a TF-
SPME fica em pinos retidos a um pente, no qual, cada pente contém 8 pinos, o total
de 12 pentes é o correspondente ao sistema completo (Zhou; Wieczorek; Pawliszyn,
2023). No entanto, na versao semi-automatizada, Figura 7, a constru¢ao dos pinos e
pentes € a mesma, porém neste, cada pente possui 12 pinos, e o total de 8 pentes
resulta no sistema completo dos 96 pocos (Morés; Dias; Carasek, 2018).

Outra alternativa que pode incrementar a eficiéncia da técnica, é a

modificagdo da fase extratora de acordo com as caracteristicas do analito. Em um
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primeiro momento, utilizou-se polidimetilsiloxano (PDMS) como fase extratora para a
TF-SPME (Bruheim; Liu; Pawliszyn, 2003). No entanto, ao perceber a facilidade em
realizar a substituicdo de fases extratoras na técnica, surgiram materiais alternativos

aos comercialmente disponiveis, entre eles, temos os polimeros biomiméticos.

2.5.3. POLIMEROS BIOMIMETICOS

Conhecidos também como Polimeros Molecularmente Impressos (MIPs) sé&o
compostos quimicos que mimetizam a fungdo de um anticorpo, ou seja, possuem
cavidades unicas para determinados compostos alvo, analogo, a relagao ocorrida na
natureza entre os anticorpos e os antigenos (Tse Sum Bui; Mier; Haupt, 2023).

Os MIPs incrementam substancialmente a seletividade para determinados
compostos ou classe de compostos, a depender da molécula utilizada como molde
(Thati et al., 2024a). Esse efeito de seletividade é gerado pela sua sintese
especifica, na qual uma molécula de molde (template), geralmente o analito de
interesse, interage com monémeros funcionais (ex.: Acido Metacrilico) complexando
o0 molde por meio de interacdes covalentes ou n&do covalentes, posteriormente, a
adicdo de um agente reticulante (crosslinker) (ex.: Divinilbenzeno, DVB) que
promove reagdes cruzadas no complexo formado para enrijecimento da estrutura
polimérica. Juntamente com a adicdo do crosslinker, um agente de iniciagao
radicalar € incrementado para gerar a polimerizagdo. Por fim, a molécula molde é
retirada da matriz polimérica gerando cavidades e funcionalidades especificas, as
quais sao utilizadas para a extracdo especifica de compostos alvo, promovendo a
alta capacidade de reconhecimento molecular (Tarley; Sotomayo; Kubota,
2005;Chmangui et al., 2021).

O comportamento do MIP pode ser explicado pela ideia de “chave e
fechadura”, na qual o polimero funcionalizado é a “fechadura”, ou seja, possui
tamanho, formato, e grupos funcionais ao da molécula de molde, a qual é atribuida
como sendo a “chave” (Mostafa et al., 2021). Além disto, o MIP possui robustez
significativa, por conseguir atuar em uma ampla faixa de temperatura, solvente e
condi¢cbes de pH, sendo assim, a sua versatilidade é um potencial para diversas
aplicagcoes (Martins et al., 2024). Na Figura 8, é apresentando um esquema de

sintese do MIP e a sua relacao de “chave e fechadura”.
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Figura 8 - llustragao da sintese do MIP.
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Fonte: Autoria Prépria (2026)

A primeira aplicagao de MIP em preparo de amostra ocorreu em 1994 por
Sellergren, no qual aplicou o material extrator em SPE, a partir disto, diversas
aplicagdes com MIP foram sendo realizadas em diversas areas distintas (Liang et al.,
2020).

Desta forma, diversos métodos de sintese foram desenvolvidos, alguns
deles como o bulk, no qual é formado em gel de poliacrilamida; via polimerizagao de
precipitagdo, a qual permite a formagao mais homogénea do MIP e com uma area
superficial maior por conta da formacgao de microesferas; a mais recente técnica de
sintese é a impressao em superficie, a qual permite a sintese de MIP em materiais
magnéticos e superficies diversas, por exemplo (Hasanah et al., 2021;Dong et al.,
2021).

Entretanto, apesar dos beneficios do MIP, existem limitagdes, principalmente,
relacionadas ao uso das moléculas de molde, em alguns casos, 0 molde como
analito pode ser téxico, caro, instavel, ndo-reativo, indisponivel, ou pouco soluvel.
Esta barreira, impede a sintese adequada do MIP resultando em uma baixa
transferéncia de massa, baixa capacidade de ligagao, efeito de impressao reduzido,
de forma geral, ndo sendo efetivo para a proposta almejada. Diante disto, como a
selecao da molécula molde € crucial para uma sintese de sucesso, o uso de moldes

substitutos (dummy templates) € uma alternativa para superagao destas limitagdes.
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Os moldes substitutos possuem estrutura similar ao analito de interesse, porém,
geralmente, s&o menos toxicos, acessiveis, estaveis, com as caracteristicas fisico-
quimicas semelhantes a molécula de interesse, o molde substituto consegue
produzir sitios de ligacdo similares aos do analito (Abdella; Ulber, 2025;Sadeghi
Googheri et al., 2025).

Desta forma, uma aplicagdo importante de MIP para a determinacdo de
aflatoxinas € com o uso de um molde substituto, isto € necessario porque as
aflatoxinas sdo tdxicas, instaveis em luz ultra-violeta, além de serem caras e nao
serem com alto grau de pureza, nesta situagdo, emprega-se como template a
molécula de 5,7-dimetoxicumarina (DMC), a qual possui a estrutura de
furanocumarina presente em todas as aflatoxinas (B1, B2, G1 e G2), representado
na Figura 9, sendo um derivado da cumarina natural, o DMC nao é tdxico, pode ser
obtido em alto grau de pureza, com alta estabilidade e sendo mais acessivel

economicamente (Thati et al., 2024;Chmangui et al., 2021;Jayasinghe et al., 2020).

Figura 9 - Relagao entre DMC e AFs.

Fonte: Autoria Propria (2026).

Portanto, a substituicido da molécula molde amplia as possibilidades de MIPs
sintéticos, permitindo novas abordagens do material nos mais diversos segmentos
(Abdella; Ulber, 2025). Desta forma, é possivel a aplicagdo do MIP como fase
extratora para analise de aflatoxinas em diversas matrizes, entre elas, a cerveja.

Consequentemente, a utilizagcdo da TF-SPME como uma técnica robusta e eficiente



36

para a extragcdo de analitos, com a possibilidade de emprega-la em um sistema
semi-automatico de placa de 96 pocos utilizando o MIP como fase extratora, torna-
se uma opg¢ao razoavel visto que a cerveja € uma matriz complexa, existem diversas
amostras distintas de cervejas, e as aflatoxinas sado presentes em concentragbes

consideradas baixas.

2.6. METODOLOGIA SUSTENTAVEL

Além disso, um projeto envolvendo uma técnica recente com material
extrator substituto ao convencional empregada de maneira semi-automatica para
analisar um grupo de toxinas que contaminam alimentos, relaciona-se diretamente
com os principios propostos pelos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel
(ODSs) presentes na Agenda 2030 desenvolvida pela Organizacdo das Nacoes
Unidas (ONU) em parceria com o Brasil. Sdo 17 objetivos, os quais sdo orientados
em direcdo a um crescimento socioecondmico sustentavel, entre esses ODSs, o
ODS 2, relacionado a fome zero e agricultura sustentavel, ressalta a importancia da
seguranga alimentar sem acarretar na redugdo de produtividade agricola. Em
relacdo a isto, o ODS 3, saude e bem-estar, exprime a necessidade de reduzir
significativamente a presenca de contaminantes, os quais podem ser responsaveis
por mortes. Ambos ODSs relacionam-se com o projeto proposto, e além destes
relativos a seguranga da sociedade, o ODS 12, consumo e produgao responsaveis,
relaciona-se diretamente com a ideia de redugdo de solventes e reutilizacdo de
materiais, como o é o caso da reutilizacao do MIP como material extrator.

Consequentemente, este trabalho propdée o desenvolvimento de uma
metodologia analitica utilizando a TF-SPME com MIP com molde substituido em um
sistema semi-automatizado para a determinacdo de aflatoxinas em amostras de
cerveja sem realizar derivatizacdo, a plausabilidade do projeto € nitida diante da
robusta quantidade de trabalhos desenvolvidos explorando temas proximos ao
proposto (Thati et al., 2024;Zhou; Wieczorek; Pawliszyn, 2023;Chmangui et al.,
2021;Krumplewski; Rykowska, 2024).
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3. OBJETIVOS

3.1.OBJETIVO GERAL

Desenvolvimento de metodologia de alta frequéncia combinando MIP-TF-
SPME com HPLC-FLD na extracado e determinacdo de aflatoxinas em amostras de

cerveja brasileira.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Selegido e obtengdo das amostras de cerveja, visando uma gama maior de
marcas de diferentes produtores a fim de garantir uma maior homogeneidade
dos resultados obtidos;

e Separacado dos analitos no HPLC-FLD, a fim de avaliar os tempos de
retencdo dos analitos, comprimentos de onda de excitagdo e relaxacgao,
gradiente da fase mével e temperatura do médulo de aquecimento da coluna;

e Sinteses do MIP e do NIP com parceria do laboratério do Professor Dr.
Alexandre Parize — Departamento de Quimica — UFSC;

e Caracterizacao do MIP e do NIP, com as técnicas de FT-IR, MEV e TGA, para
comprovagao do material sintetizado;

e Aplicacdo do MIP como fase extratora na TF-SPME, e avaliar a sua
capacidade inicial de extragao;

e Otimizar os parametros de influéncia na extragcao pela técnica, como a fita
adesiva para suporte do material extrator no pente da TF-SPME,
condicionamento da técnica antes da extracao, diluicdo da amostra, limpeza,
solvente e tempo de dessorg¢ao, tempo de extracdo e pH da amostra;

e Determinacao e avaliagdo dos parametros analiticos de mérito, como LOQ,
LOD, faixa linear de trabalho, R? e precisdo, avaliados por meio de

experimentos intradia;
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4. METODOLOGIA

4.1. MATERIAIS E REAGENTES

A mistura de padrao analitico contendo as 4 aflatoxinas avaliadas (B1,
B2, G1 e G2) adquiridos pela Restek (Cotia, Sdo Paulo) com concentracdo de 10
ug.mL'. Este padréo foi utilizado para preparar uma solugéo de trabalho 1000 pg.L-
', em acetonitrila, obtida da J.T. Baker (Center Valley, EUA). Demais solventes grau
HPLC, como Metanol (MeOH), Acetonitrila (ACN) foram obtidos da Merck (Rio de
Janeiro, BR), J.T. Baker (Center Valley, EUA), respectivamente. Para sintese do MIP
e do NIP, utilizou-se como reagente de reacédo cruzada o Divinilbenzeno (DVB)
99,9% e o Acido Metacrilico (MAA) 99,9%, como mondmero funcional, ambos
obtidos pela Merck (Rio de Janeiro, BR), para o template dummy utilizou-se a 5,7 -
dimetoxicumarina (DMC) 99% e o iniciador radicalar o 2,2'-Azobis(2-
metilpropionitrila) (AIBN) obtidos pela Sigma Aldrich (Missouri, EUA).

4.2.INSTRUMENTACAO

A etapa de descarbonatacdo das amostras foi realizada em um banho
ultrassonico (Ultrassonic Cleaner 28x, Neytech, EUA), as etapas do preparo de
amostra, bem como, as otimizagdes foram realizadas em um sistema
semiautomatizado de placas de 96 pocgos (Brider Mannesmann Werkzeuge,
Remscheid, Alemanha), com pocos de capacidade de 500 uL e 2,0 mL. Agua
ultrapura (18,3 MQ cm") obtida através do sistema de purificagdo de agua Mega
Purity (Billerica, EUA). Um cromatografo liquido Shimadzu LC 20AT (Kyoto, Japao),
equipado com um detector de florescéncia da série RF-20A, um forno de coluna
modelo CTO-20AC, injetor automatico modelo SIL-20AC. Com os comprimentos de
onda de excitagdo e emissao selecionados para 360 e 440 nm, respectivamente.
Uma coluna C18 Phenomenex Kinetex (250 mm x 4,6 mm x 5 uym) (Califérnia, EUA),
em modo de fase reversa. O modo isocratico foi estabelecido com 55% H20
ultrapura (B) e 45% MeOH (C) durante 25 minutos. Para monitoramento durante a
extracao do template DMC do MIP, utilizou-se a mesma configuragcao de HPLC, com
excecao do detector, o qual foi substituido por Detector por Arranjo de Diodos
(DAD), modelo SPD-M20A, com uma combinagéao binaria de solventes em gradiente
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de agua (B) e acetonitrila (A). A programacéo do gradiente foi de: 0-10 min, 18-23%
de A; 10-15 min, 23% de A; 15-30 min, 23-50% de A; 30-40 min, 50-100% de A; 40-
45 min 100% de A; por fim, 5 min de recondicionamento para as condigdes iniciais

da corrida cromatografica.

4.3.SINTESE DO MIP E DO NIP

A sintese dos polimeros segue uma polimerizagdo de precipitagdo via
radicalar baseada nos trabalhos de Jayasinghe, 2020 e Chmangui, 2021. A sintese
segue as etapas de: (1) Interagdo e complexagao com o template; (2) Polimerizagao
e Reacgbes Cruzadas. Em um baldo de fundo redondo, adicionou-se cerca de 70 mg
de DMC como molécula template, 115 yL de MAA como mondmero funcional e 25
mL de uma solugdo de solvente porogénico, sendo esta composta por
Acetonitrila:Tolueno (3:1), agita-se esta solugao por 5 min. O baldo apds agitagao é
coberto com papel aluminio e sem agitagdo passa a noite para que ocorra auto-
organizacdao (1) entre a molécula template e o monémero funcional.
Sequencialmente, adiciona-se ao baldo cerca de 1,25 mL de DVB, o reagente de
reacao cruzada (crosslinker), e 0,1 g de AIBN, o iniciador radicalar (inicio da
polimerizagao) (2), agita-se por 1 min. Em seguida, o baldo é purgado com N2 por 5
min é selado e lentamente agitado (33 rpm) a 60 °C por 24h.

Por fim, realiza-se uma filtracdo a vacuo e lava-se com ACN, 20 mL trés
repeticdes, para retirada de solventes que nao reagiram. Deste modo, o material
sintetizado é secado em estufa por 12h a 40°C. Para o NIP, utiliza-se todo o

procedimento, porém, com exceg¢ao da adicao da molécula template.

4.4. CARACTERIZACAO MIP E NIP

Utilizou-se para obtengdo dos grupos funcionais do MIP e do NIP um
Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR), Shimadzu IRPrestige-21 (Kyoto,
Japao) com pastilhas de KBr e analises realizadas na faixa spectral de 4000 a 400
cm’, resolugdo de 2 cm-!, com um total de 35 aquisigdes por amostra. Foi realizado
uma analise termogravimétrica (TGA) simultaneamente para compreender a
estabilidade térmica dos materiais, utilizando um Shimadzu DTG-60H (Kyoto,
Japao), no qual amostras de 5 a 10 mg foram colocadas em cadinhos de alumina e
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aquecidos de 25 a 600°C a uma taxa de aquecimento de 10°C min' em uma
atmosfera inerte de nitrogénio (N2) (50 mL min-1). Um Microscopio eletrénico de
varredura (MEV) foi utilizado para realizar um estudo morfolégico do MIP e do NIP,
as micrografias foram obtidas por um Tescan VEGA (Brno, Republica Tcheca), com
voltagem de operagao de 5 a 10 kV, filamento de tungsténio no Laboratério Central
de Microscopia Eletronica (LCME) — UFSC. As amostras foram posicionadas sobre

stubs recobertas com uma camada fina de ouro.

4.5.EXTRACAO DO TEMPLATE

Para permitir a utilizacdo do MIP como fase extratora € necessario retirar a
molécula de template que esta ocupando os sitios seletivos do material. Para isto,
utilizou-se a extragdo Soxhlet, na qual, 300 mg do MIP seco foi colocado dentro de
papel celulose e tratado no sistema com 200 mL de uma solugdo de
MeOH/H2O/CH3COOH (85:10:5). Para garantir a retirada de todo o template
realizou-se 4 ciclos de lavagem de 4 horas cada ciclo, renovando a solugaéo a cada
ciclo. Monitorou-se a concentracdo do DMC via HPLC-DAD, com as especificacoes
da corrida cromatografica descritas anteriormente, no solvente de lavagem do
Soxleht. Apés a retirada do DMC, o MIP foi lavado com agua UP e secado por 12h a

40°C, antes do uso.

4.6. AVALIACAO PRELIMINAR DO MIP

A fim de avaliar na pratica a eficiéncia do MIP como fase extratora, realizou-
se um ensaio em triplicata em agua UP fortificada com 16 pg.L"' de cada analito
para observar o perfil cromatografico gerado e selecionar, de fato, o MIP como fase
extratora eficiente, por meio da comparacgéao entre o resultado obtido da extracéo e a
injecdo da mesma concentracdo dos analitos de forma direta, sem preparo de

amostra.
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4.7. FABRICACAO DO FILME FINO

Para utilizacdo da TF-SPME foi necessario a fabricagcado do filme fino, o qual
foi elaborado utilizando uma fita dupla face adesiva sob a superficie de aco
inoxidavel do pente da TF-SPME. O procedimento foi realizado aderindo a fita dupla
face no pente, para que ocorra aderéncia da fita adesiva com a superficie € mantido
o contato da fita por 24 h antes de adicionar a fase extratora (MIP). Apds isto, é
realizado a adicdo do MIP sobre a fita dupla face, a adicédo é realizada com excesso
do polimero para que todo o filme fino esteja coberto com o MIP, o restante do
polimero ndo aderido a fita é retirado com leves batidas no pente. A Figura 10 ilustra

0 processo de fabricagao.

Figura 10 - Fabricagao do Filme Fino.

Pente da TF-SPME

M )
}2‘3’“ Adesivo
+

Fonte: Autoria Propria (2026).

4.7.1. CONDICIONAMENTO DA FASE EXTRATORA

Um protocolo de condicionamento do material sélido extrator € essencial
para garantir que qualquer impureza da fase sélida seja retirada, bem como,
possiveis granulos da fase que ndo estejam aderidos ao suporte. Além disso,
emprega-se o0 condicionamento para reduzir a tensao superficial da fase sdlida e

permitir maior eficiéncia na etapa de extracdo. Desta forma, empregou-se um estudo
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experimental em quadruplicata, no qual, fortificou-se Agua UP com 16 pg L-1 de
cada analito, variando a combinacgao de solventes na etapa de condicionamento com
um tempo definido de 20 min, sendo eles: ACN, H20, ACN + H20 (50:50) e sem
condicionamento. Apds o condicionamento, seguiu-se para a extragdo e dessorgao,
as quais foram definidas provisoriamente, como sendo: 1,5 mL de amostra em 60
min de extracao a 500 rpm e 30 min de dessorcao a 300 rpm com 400 uL de ACN.
Este ensaio foi tratado de forma univariada, selecionando-se o melhor resultado
pelas maiores areas normalizadas dos picos cromatograficos (com RSD > 20%) e
ANOVA.

4.7.2. EFEITO DO SUPORTE DA FITA ADESIVA

O emprego do MIP como fase extratora foi realizado através de um suporte
de fita adesiva dupla face colado a superficie dos pentes da TF-SPME, entretanto,
existem diversas fitas disponiveis comercialmente, diante disto, optou-se pela
selecédo de duas fitas de marcas distintas, com largura e espessura diferentes para
comparagao com a eficiéncia de extracao, e seus efeitos na capacidade de extrair
sem a necessidade do material extrator.

O ensaio foi conduzido em quadruplicatas em Agua UP fortificada com 16 pg
L-1 de cada analito, utilizando a configuragdo do preparo definida inicialmente, para
comparagao do efeito de cada fita, com e sem MIP, permitindo avaliar a
reprodutibilidade das fitas e a sua capacidade de extracdo dos analitos. Os dados
foram avaliados univariavelmente por meio da ANOVA de dois fatores e das médias
normalizadas dos picos cromatograficos, permitindo a sele¢gao da melhor fita que foi

utilizada em todas as etapas seguintes.

4.7.3. DILUICAO DA CERVEJA

Estudou-se o efeito da diluicao da amostra de cerveja na eficiéncia de
extracdo dos analitos, para isto, planejou-se de maneira univariada as seguintes
situacdes: Sem diluir, 10%, 25% e 50%. Todas as situagdes foram realizadas em
triplicata, e a amostra foi descarbonatada por cerca de 20 min em banho

ultrassbénico até nao observar formagéo de bolhas de CO2, apds, a mesma foi
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fortificada com 16 pug L-1 de cada analito. Seguidamente, avaliou-se os resultados
pela média normalizada dos picos cromatograficos e ANOVA, selecionando-se a

melhor situacgao.

4.8. OTIMIZACOES

4.8.1. EFEITO DE LIMPEZA — CARRY OVER

O equilibrio durante a dessor¢cao pode resultar em resquicios de analito
presente na fase extratora, os quais ndo foram dessorvidos. A fim de avaliar este
efeito de memoria (carry over) presente na fase extratora, realizou-se em
quadruplicata a extracdo de uma amostra fortificada com os analitos. Apds a
extragcdo a amostra foi submetida a dessorcéo, seguida de duas etapas de limpezas
com o0s mesmos parametros da dessorcdo. Por fim a dessor¢ao e as duas etapas de
limpeza foram injetadas no HPLC. A avaliacdo dos resultados foi realizada
univariavelmente através das médias normalizadas dos picos cromatograficos e
ANOVA.

4.8.2. SOLVENTE DE DESSORCAO

Para avaliacédo do solvente de dessorcao, empregou-se um planejamento
multivariado com o Simplex-centréide, no qual, investigou-se a relagdo entre 3
solventes distintos na eficiéncia de dessorver os analitos. Neste caso, explorou-se
os solventes: ACN, H.O e MeOH. Estes solventes foram escolhidos por
apresentarem relacdo com capacidade de dessor¢cado destes analitos observada na
literatura, disponibilidade no laboratério e compatibilidade com a fase moével do
HPLC. Além disso, esse planejamento multivariado resultou em 12 experimentos
(incluindo triplicata no ponto central), utilizando as proporc¢des descritas na Tabela 1.
Os resultados foram obtidos por meio de superficie de mistura, ANOVA e

desejabilidade.
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Tabela 1 - Experimentos do Simplex-centrdide.

_ ACN MeOH H20

Experimentos o . V(uL) Cod. V(pL) Cod. V(pL)
1 1,00 400,00 0,00 0,00 0,00 0,00
2 0,00 0,00 1,00 400,00 0,00 0,00
3 0,00 0,00 0,00 0,00 1,00 400,00
4 0,50 200,00 0,50 200,00 0,00 0,00
5 0,50 200,00 0,00 0,00 0,50 200,00
6 0,00 0,00 0,50 200,00 0,50 200,00
7 0,33 133,33 0,33 133,33 0,33 133,33
8 0,33 133,33 0,33 133,33 0,33 133,33
9 0,33 133,33 0,33 133,33 0,33 133,33
10 0,67 266,68 0,17 66,68 0,17 66,68
11 0,17 66,68 0,67 266,68 0,17 66,68
12 0,17 66,60 0,17 66,68 0,67 266,68

Fonte: Autoria Prépria (2025).

4.8.3. OTIMIZACAO DO TEMPO DE DESSORCAO

Para otimizar o tempo de dessorcdo, foi conduzido um estudo univariado
abordando os seguintes tempos estabelecidos: 10, 20 e 30 min de dessorg¢ao. Os
ensaios foram realizados em quadruplicata em amostra de cerveja previamente
descarbonatada e fortificada com os analitos na concentracdo de 16 ug L'. O
melhor resultado foi selecionado por meio da média normalizada dos picos

cromatograficos e ANOVA.

4.8.4. OTIMIZACAO DO TEMPO DE EXTRAGCAO E pH

Um planejamento multivariado de superficie de resposta, Doehlert, foi
proposto para avaliacdo das variaveis, utilizando aplicativo GAMMA para gerar o
planejamento do ensaio apresentado na Tabela 2. Os niveis estabelecidos das
variaveis foram os seguintes: Minimo: 30 min e pH 4; Maximo: 90 min e pH 7,
levando em consideracdo que a variavel de maior significancia foi o tempo de

extragao (cinco niveis) e menor significancia, pH, com trés niveis. Esta superficie de
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resposta é composta por 9 experimentos, incluindo triplicata no ponto central. Os
dados utilizados para gerar a superficie de resposta foram de maneira global, a
meédia ponderada do experimento, e os valores de area dos picos individuais de
cada analito para confirmacdo do comportamento da superficie de resposta. Além
disso, verificou-se por meio do ANOVA a significancia dos resultados (p < 0,05), e a
falta de ajuste e o ponto 6timo obtido por meio da otimizacdo Simplex e

Desejabilidade.

Tabela 2 - Matriz Doehlert.

. Codificadas Decodificadas
Experimentos . ~
Tempo de Extracao pH Tempo de Extracao (min) pH
1 0 0 60 5,5
2 0 0 60 5,5
3 0 0 60 5,5
4 1 0 90 5,5
5 0,5 1 75 7
6 -1 0 30 5,5
7 -0,5 -1 45 4
8 0,5 -1 75 4
9 -0,5 1 45 7

Fonte: Autoria Prépria (2025).

4.9. PARAMETROS ANALITICOS DE MERITO

Os parametros como o coeficiente de determinagdo (R?), faixa linear de
trabalho, limite de detecgcédo (LOD), limite de quantificacdo (LOQ) e precisado, foram
determinados por meio da metodologia otimizada. Sendo que, as curvas de
calibragdo foram realizadas por adicdo padrao em amostras de cerveja com no
minimo cinco concentragdes (n=3).

Para avaliagdo da precisdo, expressa como o RSD%, da metodologia, foi
conduzido experimentos de precisio intradia, avaliado no mesmo dia em ftriplicata e
em trés concentragdes diferentes, sendo elas, um ponto minimo, médio € maximo
baseados na faixa linear de trabalho. O LOQ foi definido como a menor
concentragdo da faixa linear de trabalho, e o LOD foi calculado como sendo o
LOQ/3,3.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. MIP E NIP

5.1.1. CARACTERIZACAO DO MIP e DO NIP

5.1.1.1. ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO COM
TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)

As estruturas quimicas do NIP, MIPS (com o template) e MIPL (ap6s a
lavagem, sem o template) foram caracterizadas por espectroscopia FTIR, com o
objetivo de confirmar a polimerizagdo bem-sucedida e a remogao do molde. Todos
os espectros ilustrados pela Figura 10, apresentaram as bandas caracteristicas da
matriz polimérica, incluindo uma forte vibragdo de estiramento da carbonila (C=0)
em aproximadamente 1650 cm™, bandas de estiramento (C-H) em 3000 e 1500
cm™ e um forte estiramento em 3500 cm™' da O-H, sendo esta a principal interagéo
nao covalente que permite a estabilizacdo do DMC com o MAA. Desta forma, os
grupos funcionais caracterizados sao consistentes com a formagdo da rede
metacrilica (Jayasinghe et al., 2020;Thati et al., 2024; (Mbisana et al., 2025).

A elevada similaridade entre os espectros do NIP e do MIPL sugere que o
processo de impressao molecular preservou com sucesso a integridade quimica dos
grupos funcionais. Além disso, o desaparecimento de caracteristicas especificas
associadas ao molde (ou o retorno a um perfil semelhante ao do NIP) no espectro do
MIPL confirma a eficiéncia do procedimento de lavagem na extragdo das moléculas

molde dos sitios molecularmente impressos (Chmangui et al., 2019).
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Figura 11 — Resultado do FT-IR.
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Fonte: Autoria Prépria (2026).

5.1.1.2. ANALISE TERMOGRAVIMETRICA (TGA)

A estabilidade térmica e os perfis de decomposigéo, apresentados na Figura
11, do polimero molecularmente impresso (MIPL), de seu precursor contendo o
template (MIPS) e do polimero ndo impresso (NIP), utilizado como controle, foram
investigados por TG-DTA simultdnea. Todas as amostras apresentaram alta
estabilidade térmica, com o principal estagio de degradagéao ocorrendo entre 400 °C
e 500 °C, atribuido a ruptura térmica da rede polimérica (Wei et al., 2024).

A amostra MIPL apresentou a maior temperatura inicial de decomposi¢ao de
419,34 °C, seguida pelo MIPS (418,38 °C) e pelo NIP (416,65 °C). Esse leve
aumento na resisténcia térmica dos MIPs sugere que o processo de impressao
molecular, mesmo apds a remogao do molde, resulta em uma estrutura mais robusta
ou com maior grau de reticulagio em comparagdo ao NIP (Zunngu et al.,
2017;Martinez Saavedra et al., 2018).

A eficiéncia do processo de remocao do template (DMC) foi confirmada
pelos dados de TGA. Na regiao entre 100 °C e 300 °C, a amostra MIPS apresentou
uma perda de massa mais pronunciada em comparac¢ao ao MIPL. Essa perda inicial

esta associada a degradacao ou volatilizagdo da molécula template, e de compostos
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organicos absorvidos durante a sintese, ainda presentes nos sitios impressos. Em
contraste, a curva do MIPL nessa regidao se assemelha estreitamente ao perfil do
NIP, indicando que o procedimento de lavagem extraiu com sucesso o molde,
deixando uma matriz molecularmente impressa e “limpa”, evitando o risco de
“sangramento” do template durante o uso do material (Martinez Saavedra et al.,
2018).

Figura 12 - Resultado TGA.
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Fonte: Autoria Prépria (2026).

5.1.1.3. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

As imagens de MEV apresentados na Figura 12, revelam a diferenca entre o
MIP e o NIP, na qual o fato de adicionar uma molécula de template na sintese
resulta em uma formacéao polimérica esférica, neste caso, o NIP, com a auséncia do
template, forma estruturas heterogéneas com baixa seletividade e uniformidade. O
MIPL (apds processo de extracdo do template) apresenta uma superficie lisa,
uniforme, e em esferas micrométricas adequadas para um material extrator que
requer uma ampla area superficial para extracdo, conforme esperado pela sintese
via polimerizagdo por precipitacdo, a qual visa a formacdo de microesferas

homogéneas. Este resultado reafirma a estabilidade do MIP visto que apds o
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processo de extracdo a estrutura polimérica continuou estavel e com pequenas
cavidades seletivas demonstrando o sucesso da impressdo molecular (Jayasinghe
et al., 2020;Wei et al., 2024;Thati et al., 2024).

O MIPS (sem o processo de extragdo do template) possui rugosidades e
materiais retidos na superficie, como a propria molécula de molde e outros
compostos utilizados sintese, apesar disto, observa-se a formagdo esférica
caracteristica da presenca do molde como indicador da estrutura polimérica durante
a impressao molecular. Além disso, percebe-se a importancia da etapa de extragao
do molde, pois nesta além da retirada do molde, os compostos que n&o reagiram
durante a sintese sao extraidos da superficie esférica, permitindo assim, uma
estrutura “limpa” (comparagéo entre MIPL com MIPS) adequada para a extragéo

seletiva (Gonzalez; Hernando; Alegria, 2006;Shafqat et al., 2023).

Figura 13 - Resultado MEV.
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Fonte: Autoria Propria (2026).

5.1.2. AVALIACAO PRELIMINAR DO MIP

Inicialmente, para compreender se o emprego do MIP como fase
extratora seria efetivo para extracdo das AFs, se ocorreria deslocamento do perfil
cromatografico, houvesse a presenca de algum interferente da fase extratora ou no
suporte de fita adesiva e de forma pratica avaliar o sucesso da sintese, submeteu-se
o MIP aderido ao pente da TF-SPME a extragdo dos analitos de uma amostra

preparada em agua UP.
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5.2 EFEITO DO SUPORTE DE FITA ADESIVA

Para selecionar o melhor suporte de fita adesiva dupla face, realizou-se um
experimento univariado para comparacado entre duas fitas distintas com largura
distintas (2 e 1 cm), avaliando a resposta gerada entre as fitas com e sem a fase

extratora aderida. Obtendo-se os resultados apresentados na Figura 14.

Figura 14 - Grafico de Efeito da Fita.
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Fonte: Autoria Prépria (2025).

Utilizou-se as medias normalizadas dos picos cromatograficos para
gerar os graficos A e B observados na Figura 14. Deste modo, é possivel avaliar
através da ANOVA Dupla presente no Anexo 1 que os dados sao significativos e o
grafico A apresenta a resposta ideal, na qual, a fita com o material extrator
possibilita uma eficiéncia de extragcdo maior que a fita na auséncia do MIP. O grafico
B, além da falta de reprodutibilidade (RSD > 20%), revela que a fita de 1 cm nao é
ideal para a aplicacédo, por ndao permitir que o MIP realize uma extragao efetiva,
possivelmente relacionado a obstru¢cdo dos poros do material solido, por conta disto,
observa-se que a resposta entre a fita com o material extrator e sem 0 mesmo, sao
muito proximas.

Diante disto, comparou-se as duas fitas com o MIP, Figura 15, e a
partir disso, observou-se a melhor resposta para a fita de 2 cm como a ideal para

esta aplicagao.

Bl
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Figura 15 - Comparacgao entre as fitas com material extrator.
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Fonte: Autoria Prépria (2026).

5.3 CONDICIONAMENTO DA FASE EXTRATORA

Fases extratoras solidas apresentam tenséo superficial que dificulta a
migragao dos analitos em fase aquosa, a fim de reduzir a tensao superficial, retirar
qualquer interferente presente, e por consequéncia, dessorver analitos extraidos
(efeito de memdria), estudou-se o efeito do condicionamento da fase extratora em
relacéo a eficiéncia de extragao.

Foi realizado um experimento com quatro ensaios distintos, sendo eles:
Sem condicionamento, com ACN, com H20, com ACN + H2O (50%). Em todos eles,
o tempo de 20 minutos foi estabelecido, e a resposta ideal foi obtida através da
ANOVA (significancia do modelo), presente no Anexo 2, e a comparacgao dos dados

por média normalizada dos picos cromatograficos, observada na Figura 16.
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Figura 16 - Grafico do Efeito do Condicionamento.
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Fonte: Autoria Prépria (2025).

Diante do observado na Figura 16, a resposta ideal &€ o
condicionamento com ACN por 20 min. Este efeito ocorre porque o MIP foi
sintetizado com um solvente porogénico, com a maior parcela sendo ACN, isto
resulta em que o solvente tem a capacidade de ativar os sitios de ligagao do MIP,
similar ao efeito ocorrido durante a sintese do polimero, além de reduzir a tensao
superficial do material, resultando em uma maior eficiéncia de extracdo dos analitos

(Tarley; Sotomayor; Kubota, 2005;Maranata; Surya; Hasanah, 2021).

5.4 EFEITO DA DILUICAO DA AMOSTRA

Para avaliar a relagdo da diluicdo da amostra com agua ultrapura e a
eficiéncia de extragdo, realizou-se um experimento univariado estudando as
seguintes condigbes: Sem diluicdo, em 10%, 25% e 50%. Os resultados obtidos
foram avaliados, através da ANOVA presente no Anexo 3, a qual revela que nao
existe diferenga significativa entre os fatores, logo, optar por nao diluir reduz etapas
mantendo uma reposta adequada. Além disso, avaliou-se em funcdo da média
normalizada das areas dos picos cromatograficos, e estdo apresentados na Figura
17.
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Figura 17 - Grafico do Efeito de Diluigao.
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Fonte: Autoria Prépria (2025).

Através do resultado observado é possivel concluir que o aumento da
diluicdo, ou seja, aumento de agua ultrapura, resulta em um impedimento do
deslocamento do equilibrio para a fase extratora (MIP), podendo ser visto pelo
decréscimo do resultado da média normalizada das areas conforme aumenta a
diluicdo. Por conta disso, a melhor resposta obtida foi sem diluir a amostra, o

parametro, o qual foi selecionado para a metodologia.

5.5 EFEITO DE MEMORIA (CARRY OVER)

Para constatar se haveria resquicios de analitos na fase extratora apds a
dessorcgéao, realizou-se uma experimentacao avaliando o efeito de limpeza da fase

extratora apds a dessorcéo. A Figura 18 ilustra o resultado obtido pelo experimento.
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Figura 18 - Grafico de Efeito de meméria (Carry Over).
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Fonte: Autoria Prépria (2025).

Constata-se que apds a dessorgao resta apenas um valor infimo dos
analitos presentes na fase extratora, cerca de 1% (média normalizada) na primeira
limpeza e cerca de 0,5% na segunda limpeza. Os dados foram avaliados por
ANOVA, Anexo 4, evidenciando uma diferenca significativa. Estes valores de
concentracdo encontrado nao sao capazes de promover uma interferéncia
significativa nas extragbes subsequentes, portanto, ndo ha necessidade de uma

etapa de limpeza apos a dessorgao.

5.6. OTIMIZACOES

5.6.1. SOLVENTE DE DESSORCAO

ApOs a selecao dos parametros iniciais da amostra e da fase extratora,
seguiu-se para a selecdo do solvente de dessor¢do, o qual possui papel
fundamental no deslocamento do equilibrio de particdo dos analitos da fase extratora
para o solvente. Os ensaios e suas respectivas proporgdes previstos na abordagem
simplex-centroide estdo presentes na Tabela 01. O resultado com melhor resposta
foi obtido com o modelo cubico especial com um R? de 0,8661, significativo (p >
0,05) sem falta de ajuste conforme a ANOVA presente no Anexo 5, e as regides das

respostas podem ser vistas na superficie presente na Figura 19.
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Figura 19 - Superficie de Resposta do Solvente de Dessor¢ao.
DV: Média Ponderada; R-sqr=,8661; Adj:, 7054
Model: Special Cubic
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Fonte: Autoria Propria (2025).

Portanto, é possivel concluir que ha duas regides de respostas que tendem a
ser 6timas, sendo elas, solvente de dessorgdo com apenas MeOH ou ACN. Optou-
se pela escolha da ACN, pois a partir da desejabilidade a resposta 6tima global foi a
ACN. A desejabilidade é uma funcdo baseada na conversdao das respostas
estimadas do modelo, em uma fungao individual de desejabilidade que é agregada a
uma fungcdo composta (aritmética ou geométrica) pode ser minimizada ou
maximizada, respectivamente, alcancando, desta forma, uma resposta 6tima (Costa;
Lourenco; Pereira, 2011). No ANEXO 5 é apresentado as desejabilidades individuais
dos analitos, as quais estdao conforme a média geométrica apresentada na Figura
20.



Figura 20 - Perfil de Desejabilidade da Média Geométrica.
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Media Geometrica

Além disso, o solvente é menos volatil, ou seja, maior seguranca ao analista.

Diante disto, a ACN foi selecionada para ser o solvente de dessor¢do da

metodologia.

5.6.2. TEMPO DE DESSORCAO

A fim de encontrar o tempo de equilibrio 6timo da dessorgéao, realizou-

se um experimento univiariado, com o0s seguintes parametros de tempo avaliados:
10, 20 e 30 min. O resultado foi obtido através de ANOVA, disponivel no Anexo 6, a

qual demonstra que existe diferenga significativa entre os fatores, e pela média

normalizada das areas dos picos, conforme observado na Figura 21.
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Figura 21 - Tempo de Dessorcao.
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Fonte: Autoria Prépria (2025).

Percebe-se que a melhor resposta é encontrada no tempo de 20 min
de dessorgao, a partir deste tempo, ocorre deslocamento do equilibrio novamente no
sentido da extracéo para o MIP (retro-extragéo), portanto, este tempo foi selecionado

para a metodologia (Olomukoro; DeRosa; Gionfriddo, 2023).

5.6.3. TEMPO DE EXTRAGCAO E PH

Conforme a Tabela 02, para estudar a relagdo do pH e do tempo de
extracdo com uma maior eficiéncia de extragdo, realizou-se um experimento
multivariado via Doehlert, obteve-se um R? de 0,9481, e n&o houve falta de ajuste no

modelo de superficie gerado, de acordo com a Figura 22.
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Figura 22 - Doehlert: Tempo de Extracao e pH.
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Fonte: Autoria Prépria (2025).

Desta forma, pode se concluir que os paradmetros 6timos para a
extracdo sado encontrados com pH 4,6 e tempo de extracdo de 50 min. A
confirmacdo destes valores foi realizada através da otimizacdo Simplex Super
modificado via app GAMMA, a otimizacdo Simplex é uma forma de varrer a
superficie de resposta a fim de encontrar o ponto étimo, um tridngulo equilatero
“‘caminha” sobre a superficie buscando a resposta maximizada (neste caso), o Super
modificado € uma forma acelerada deste processo, no qual os vértices do triangulo
sao estendidos até encontrar um platé de resposta 6tima (Bona et al., 2000). A partir
do modelo de Doehlert gerado foi avaliado os resultados por meio do Simplex e
ANOVA, Anexo 7, apresentando um modelo significativo (p < 0,05) e sem falta de
ajuste (p > 0,05), com desejabilidade em 0,9209. Por meio do tempo percebe-se que
a partir de 50 minutos ocorre retro extracao reduzindo a eficiéncia do estagio. O pH
influencia na disponibilidade de sitios ativos na fase extratora para interagir com os
analitos, desta forma, no pH 4,6 observa-se uma maximizagcao desta ativacdo dos
sitios ativos do MIP (Chmangui et al., 2019;Wei et al., 2015).
A partir destas variaveis otimizadas estima-se os parametros de mérito

analiticos relacionados a metodologia proposta.
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5.7. PARAMETROS ANALITICOS

Apos as otimizagbes da metodologia proposta, por adigdo padréo,
desenvolveu-se curvas de calibracdo para cada um dos analitos com no minimo
cinco pontos de concentracdo em cada curva. Os parametros analiticos estédo
apresentados na Tabela 3.

Sendo que a faixa de trabalho linear variou de 1 a 10 yg.L™, para a maioria
dos analitos, com o coeficiente de determinagao (R?) maior que 0,9811, LOQ e LOD
de 1 e 0,33 ug.L", respectivamente. Precisdo intradia (n=3), no qual o primeiro nivel
foi estabelecido como o LOQ da faixa linear de cada analito, o segundo nivel (*)
sendo o ponto médio de cada faixa linear, e o terceiro nivel (**) como sendo o ultimo
ponto da faixa linear. Os resultados da precisao variaram de 8,89 a 17,64% no
primeiro nivel, 7,35 a 12,37% no segundo nivel e 15,81 a 17,97% no terceiro nivel.
Os quais estao de acordo com os valores estabelecidos da AOAC, definidos para
este valor de LOQ (0-10 pg.L™"), sendo no méaximo 31% para a repetibilidade (AOAC,
2025.003).

Tabela 3 - Parametros Analiticos.

Parametros Analiticos

precisao intradia (RSD%)

LOQ Faixa Linear terceiro

Analito  (pg.L') LOD (pg.L?) R? (pg.LY) primeiro nivel (LOQ) segundo nivel* nivel**
G2 1 0,303 0,9867 1a10 8,89 11,81 16,04
G1 4 1,212 0,9956 4a10 16,31 7,35 15,81
B2 1 0,303 0,9834 1a10 11,54 12,37 16,51
B1 1 0,303 0,9811 1a10 17,64 11,49 17,97

Fonte: Autoria Propria (2026).

A ANVISA através do RDC n° 166/17 define que o valor para o
coeficiente de correlagao deve ser acima de 0,990, o valor alcangado no método
proposto esta acima deste limiar ressaltando a viabilidade do modelo gerado. (Siméao
et al., 2016; ANVISA, 2017).

Em relacdo a metodologia proposta engloba os LMTs estabelecidos pela
ANVISA, a qual determina valores para o total de AFs sendo de 5 pg.L" para a

cevada maltada, para o milho o valor é 20 ug.L™' o qual esta acima da faixa linear da
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metodologia proposta (RDC n° 722/22, ANVISA). Em comparagdo a isto, o
regulamento n°® 915/2023 da Unido Europeia, estima um valor de 2 ug.kg™ para a B1
e 4 ug.kg' para o somatorio das AFs presentes em cevada maltada, em milho o
valor é de 5 pg.kg™ para a B1 e 10 ug.kg™! para o somatério das AFs, para este, a

metodologia apresenta-se adequada.
5.8. COMPARACAO DE RESULTADOS

A fim de avaliar o impacto da metodologia proposta no cenario das analises
de aflatoxinas em amostras alimenticias, elaborou-se a Tabela 4 comparando os

resultados encontrados na literatura com os desta metodologia.

Tabela 4 - Comparagao com outros trabalhos.

Tempo
total Faixa
Técnica Extracao Derivatizacdao Instrumentacao Matriz Analitos LOQ(pg.LY) por Linear Referéncia
amostra  (pg.L?)
(min)
B1:0,1-21;
offline TFA Sucode B1, B2, B2:0,03-6; (Simao, et
HF-DLLME 65°C/9 min HPLC-FLD Soja Glegy 032001 80 0,03-6; al.2016)
G1:0,1-21.

Coluna de HPLC/ESI- . B1, B2, 0,86 a (Andronaco
Imunoafinidade i MS/MS Cervelas  G1ec2 1,005 145 1as  ial, 2025)
Cronjatggrafla 1250 para

liquida BleG1:
bidimensional com . HPLC/ESI- Cervejas B1, B2, 0,017 a 38 0.95 3 1’2 (Campone
multiplos cortes de MS/MS GleG2 0,833 ’ etal., 2020)
fracoes (heart- paraB2e
. G2.
cutting)
GleB1:
G1leB1: 0,154 (Rezaei;
Dbl:rsrlzl'ié-lit]gl:- ' Nao HPLC-FLD A,rroz e B1, B2, 0,15; 26 79,2; G2: Masrournia;
nanomagnético informado Agua GleG2 G2:0,11; 0,114 Pordel,
B2:0,04. 69,5; B2: 2023)
0,04 a 64,8

Coluna de Pds-coluna (Jietal

Afinidade com L HPLC-FLD Graos B1 5 30 5a20 ’
fotoquimica 2024)

aptamero
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B2eG2:1
~ . . B1,B2, B1,B2, G2: al0;B1:1 Este
MIP-TF-SPME Nao realizado HPLC-FLD Cervejas GleG2 1:G1: 4. 1,25 a7:Gl:4a trabalho
10.
Ble G1:
BleG1: 0,015a
L ffline TFA . B1, B2, ’ Rocha et
Imt?r?og?iflize';de soc/momn  HPLCFLD  Ceneas (S 0015826 66 05iB2e (alO;oazg)
G2: 0,010 G2:0,045a s
1,50.

Fonte: Autoria Prépria (2026).
( *: nos instrumentos analiticos que utilizam detectores de massas ndo € necessario realizar a

derivatizagao dos analitos durante o preparo de amostra).

Diante das informagdes apresentadas, observa-se que as metodologias
que empregam HPLC-FLD realizam derivatizagdes para atingir LOQs menores, no
entanto, esses métodos apresentam tempo de preparo de amostra mais elevado do
que a metodologia proposta. Além disso, observa-se que nestas metodologias
utilizam-se colunas de imuno afinidade que possuem algumas desvantagens como
custo elevado, e problemas com desnaturacdo das proteinas (anticorpos)
presentes neste formato de preparo de amostra, logo a reutilizagéo € limitada e
dependente da disponibilidade dos anticorpos (Liu et al., 2018).

Nos outros trabalhos observa-se a utilizagao de espectrdmetros de massas,
0 que dispensa a necessidade de derivatizacdo, aprimora a sensibilidade do
método, o que justifica os melhores resultados de faixa linear e limites de
quantificacdo. Porém, nestes casos ocorre aumento significativo do custo
instrumental e operacional, visto o valor para se adquirir e manter em
funcionamento este instrumento.

Um trabalho utilizando HPLC-FLD com bons LOQs e faixas lineares foi
observado no estudo comparativo, no entanto, ndo foi descrito a etapa de
derivatizacao, sugerindo, possivelmente, que houve a etapa, mas nao foi descrita,
visto que os valores dos parametros analiticos relativamente baixos, 0 que nao €,
comumente, possivel de atingir sem realizar a etapa de derivatizagao.

De modo geral, a metodologia proposta supera os demais trabalhos no
tempo de preparo por amostra, demonstrando a vantagem na utilizagdo do sistema
semi automatico, com menor custo (materiais fabricados em laboratério e
instrumentacao acessivel), enquanto atinge as faixas de limites estabelecidos pelos

regulamentos.



62

6. CONCLUSAO

O presente trabalho permitiu o desenvolvimento bem-sucedido de uma
metodologia analitica inovadora para a determinagédo simultdnea das aflatoxinas B1,
B2, G1 e G2, sem derivatizagdo, em amostras de cerveja, integrando a
microextracdo em fase solida em filme fino (TF-SPME) com o uso de polimero
molecularmente impresso (MIP) como fase extratora acoplado a um sistema semi-
automatico de placa de 96 pogos. A sintese do MIP, utilizando um template dummy,
mostrou-se uma estratégia eficaz para conferir seletividade ao método, além de
reduzir riscos ao analista e impactos ambientais, atendendo aos principios da
Quimica Analitica Verde.

As técnicas de caracterizacdo confirmaram a formacao adequada do polimero
e sua estabilidade térmica. A aplicacdo de planejamentos experimentais permitiu a
otimizagao racional das variaveis criticas do processo de extracdo e dessorcéo,
resultando em ganhos significativos de eficiéncia analitica e reprodutibilidade.

Os parametros analiticos de mérito obtidos indicaram que a metodologia
apresenta sensibilidade e precisdo adequadas para o monitoramento de aflatoxinas
em cerveja, mesmo em baixas concentragdes, além de minimizar interferéncias da
matriz. A compatibilidade do método com sistemas semiautomatizados, como o uso
de placas de 96 pogos, destaca seu potencial para analises de alta frequéncia,
reduzindo o tempo de analise e a exposi¢ao do analista.

Dessa forma, a metodologia proposta constitui uma alternativa viavel, robusta
e sustentavel para o controle de qualidade e seguranca de cervejas, podendo
contribuir para o monitoramento regulatério de aflatoxinas e para o avanco de
estratégias analiticas mais seletivas e ambientalmente responsaveis no campo da

Quimica Analitica.

Além disso, nas perspectivas futuras deste trabalho estdo previstas a
realizacdo dos ensaios de precisdo interdia, ensaios de recuperagdo para
determinagao da exatiddo do método, bem como, a aplicagdo do método em outras
amostras de cerveja, avaliando cervejas puro-malte (sem adjuntos cervejeiros) e
cervejas que possuem milho em sua composicdo para examinar a presenca das

aflatoxinas nestes produtos.
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ANEXO 1 - ANOVA DO CONDICIONAMENTO DA FASE EXTRATORA

Tabela 5 - Resultado da ANOVA do condicionamento.

ANOVA
Fonte da variacdo SQ Gl MQ F valor-P  Fcritico
Entre grupos 2,86E+13 15 1,91E+12 2,129851 0,02437 1,880175
Dentro dos grupos 4,3E+13 48 8,97E+11

Fonte: Autoria Prépria (2026)

ANEXO 2 — ANOVA DO EFEITO DA DILUICAO DA AMOSTRA
Tabela 6 - Resultado da ANOVA do efeito da diluigao

ANOVA
Fonte da
variacdo SQ gl MQ F valor-P  Fcritico
Entre grupos 1,4E+11 11 1,27E+10 0,070059 0,999977 2,066608
Dentro dos
grupos 6,53E+12 36 1,81E+11

Fonte: Autoria Prépria (2026)

ANEXO 3 — ANOVA DO EFEITO DE MEMORIA

Tabela 7 - Resultado da ANOVA do efeito de memoria

ANOVA
Fonte da
variacao SQ gl MQ F valor-P  Fcritico
Entre grupos 2,82E+12 11 2,57E+11 2,097016 0,046698 2,066608
Dentro dos
grupos 4,41E+12 36 1,22E+11

Fonte: Autoria Propria (2026).
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ANEXO 4 - ANOVA DO EFEITO DA FITA

Tabela 8 - Resultado da ANOVA no estudo do efeito da fita

ANOVA

Fonte da varia¢do SQ Gl MQ F valor-P  Fcritico
1,02347E+1

Amostra 3 1 1,02E+13 1718,729 3,04E-39 4,042652
3,23294E+1

Colunas 3 7 4,62E+12 775,5932 4,17E-47 2,207436
3,00148E+1

Interacdes 3 7 4,29E+12 720,0649 2,44E-46 2,207436
2,85829E+1

Dentro 1 48 5,95E+09

Fonte: Autoria Prépria (2026).
ANEXO 5 — ANOVA E DESEJABILIDADE DO MODELO SIMPLEX CENTROIDE

Tabela 9 - Resultado da ANOVA para o modelo simplex-centréide

ANOVA

Fonte SS df MS F p
Modelo 2,04"11 6 3,40"10 5,38 0,042
Erro Total 3,16"10 5 6,32"9

Falta de

Ajuste 2,66"10 3 8,88"9 3,59 0,22
Erro Puro 4,94"9 2 2,47"9

Total Ajustado 2,36"11 11 2,15"10

Fonte: Autoria Prépria (2026).



Figura 23 - Perfis de Desejabilidade entre os analitos
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ANEXO 6 — ANOVA DO TEMPO DE DESSORCAO
Tabela 10 - Resultado da ANOVA para o tempo de dessorcao
ANOVA
Fonte da
variacao SQ gl MQ F valor-P  Fcritico
Entre grupos 1412,161 2 706,0805 84,96898 1,44E-06 4,256495
Dentro dos
grupos 74,788757 9 8,309862

Fonte: Autoria Propria (2026).
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ANEXO 7 — ANOVA DO RESULTADO DO MODELO DOEHLERT

Tabela 11 - Resultados da otimizagao de tempo de extragao e pH pelo
planejamento Doehlert

ANOVA - Modelo Quadratico

SumSQ DF MeanSQ F p
Total 1,29"11 8 1,62*10 * *
Modelo 1,22"11 5 2,447"10 10,25 0,042
Linear 2,31"10 2 1,15*10 4,84 0,1149
N&o Linear 9,92*10 3 3,30"10 13,85 0,029
Residual 7,169 3 2,38"9 * *
Lack of Fit 5,749 1 5,74"9 8,1 0,104
Erro Puro 1,419 2 7,08"8 * *
Otimizacao Simplex
Tempo de Extracao
(min) pH
Resultado em
X 50,54 4,62
Figura 24 - Desejabilidade Global - Modelo Doehlert
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