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Resumo

Este trabalho enquadra-se na necessidade de desenvolver métodos analiticos por
parte da EPAL para o controlo de substancias prioritarios segundo a Diretiva Europeia do
Quadro da Agua, bem como satisfazer pedidos de entidades privadas para o controlo de

alguns pesticidas.

Neste contexto o objetivo deste trabalho é o desenvolvimento de técnicas
analiticas para a monitorizacdo de 14 pesticidas em &gua superficial, subterranea e para

consumo humanao.

A técnica analitica utilizada foi a cromatografia liquida de ultra eficiéncia
associada a espectrometria de massa (UPLC-MS/MS), com ionizacdo por electrospray,
tendo-se recorrido a técnica de cromatografia gasosa com detecdo por captura eletronica
(GC-ECD) para desenvolver o método para os pesticidas que ndo foi possivel validar pela
técnica de UPLC-MS/MS.

No final validaram-se métodos analiticos para a monitorizacdo de 10 dos 14
pesticidas. O método de UPLC-MS/MS foi validado para 6 pesticidas, por injecdo direta,
com um passo de diluicdo da amostra, e 0 método de GC-ECD foi validado para 4

pesticidas com um passo de extracdo dos analitos por extracdo em fase solida (SPE).

Palavras-chave: Agua, UPLC-MS/MS, Anélise de pesticidas, GC-ECD, SPE.



Abstact

The scope of this work was to develop and validate analytical methods for the
analysis of 14 emergent pesticide residues in groundwater and water intended for human
consumption, in an effort from EPAL (Empresa Portuguesa de Aguas, Livres, S.A.) to
continue to comply with the latest European and Portuguese legislations in water

monitoring, as well as to fulfill customer requests.

For this purpose, ultra-performance liquid chromatography with tandem mass
spectrometry detection (UPLC-MS/MS), and gas chromatography with electron capture
detection (GC-ECD), were used to optimize and validate two different methods for

analysis of pesticides in water.

From the initial 14 pesticide residues, was possible to successfully validate a
UPLC-MS/MS method for 6 pesticide residues and a GC-ECD method for 4 pesticide

residues.

The UPLC-MS/MS method presented here consists of a direct injection method,
using electrospray (ESI) as ionization mode and operating in multi-reaction monitoring
mode (MRM). The GC-ECD method relied on solid phase extraction (SPE) as sample

preparation method and using a micro-electron capture detector (LECD).

Keywords: water analysis, pesticide residue monitoring, ultra-performance liquid
chromatography, UPLC-MS/MS, tandem mass spectrometry, direct injection, GC-ECD,
solid phase extraction.
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1 Agua

A &gua para consumo humano é um bem escasso, sendo inferior a 1 % da agua

existente no planeta M.

Desde os tempos mais remotos que o0 homem reconhece a necessidade de submeter
a agua doce a processos que a tornam propria para consumo. Evidéncias deste facto
podem ser encontradas num texto médico apdcrifo datado de 2000 A.C. que refere que a
agua devia de ser filtrada ou fervida antes de consumida. Com o avango da civilizagéo
humana e com a sua atividade a causar um impacto cada vez maior no meio ambiente
também as reservas de agua e em especial as reservas de dgua doce sofrem este efeito

negativo 2.

Devido a existéncia de novos poluentes como novos pesticidas, existe a
necessidade de criar técnicas capazes de monitorizar a qualidade da &gua para consumo
humano, de forma a poder garantir que a 4gua que é distribuida apresenta um elevado
grau de qualidade e ndo possui risco para a saide humana. No entanto também é
necessario garantir que as reservas de &gua tanto superficiais como subterraneas
apresentem um elevado grau de qualidade de forma a garantir que o meio ambiente néo
se degrade mais. Por outro lado, a qualidade destas aguas também pode afetar a qualidade
da &gua para consumo no futuro, pois estas sdo as reservas de dgua para consumo. O
presente trabalho pretende ser mais um passo neste sentido de garantir a qualidade da

agua pelo controlo de varios pesticidas que sdo potenciais poluentes do meio hidrico.



2 EPALBI

A EPAL — Empresa Portuguesa de Aguas Livres, S.A. existe desde 1868, sendo
na altura designada como CAL — Companhia de Aguas de Lisboa. No entanto, as
alteracdes de nome nunca alteraram a viséo de futuro com o objetivo de crescer e garantir
um servico de exceléncia e com elevada qualidade, sendo hoje uma empresa lider e que
procura continuar a desenvolver formas de promover a utilizagao responsavel e eficiente
da agua, bem como a preservacdo desta tanto pelo controlo da qualidade da &gua para
consumo, das captacdes superficiais e subterraneas, como pela protecdo destas reservas

de agua.

Devido a EPAL colocar uma elevada importancia em fornecer um servico eficaz
mas a0 mesmo tempo com grande qualidade, existe a necessidade de avaliar varios
pardmetros da 4gua para consumo, assim como nas suas captacdes de agua. E & Direccio
de Controlo da Qualidade da Agua (LAB) da EPAL, que teve a sua origem no laboratério
criado na empresa na década de 1930, que cabe executar as analises necessarias para
garantir o controlo da agua desde as captacdes até a torneira do consumidor. Cabe também
a esta direcédo a responsabilidade de desenvolver novos métodos analiticos sempre que a
legislacdo nacional ou europeia impde a monitorizacdo de novos compostos ou quando
requer um limite de quantificacdo mais baixo do que o do método ja existente em LAB

para 0 mesmo composto.

De forma a conseguir atingir o elevado grau de exigéncia no controlo das aguas,
o laboratério engloba um conjunto de técnicos altamente qualificados, bem como
equipamentos de Gltima geragdo, que permitem analises de controlo de qualidade da dgua

rapidas e com elevada sensibilidade.

A Direcdo de Controlo da Qualidade da Agua da EPAL esta acreditada desde
1999, segundo a Norma NP EN ISO/IEC 17025 - “Requisitos gerais de competéncia para
laboratdrios de ensaio e calibra¢ao”. Esta acreditagdo abrange a analise de 110 parametros
de qualidade da agua (198 compostos), 135 métodos analiticos para ensaios de amostras
d agua, bem como 6 normas/métodos para ensaios a materiais organicos em contacto com
agua para consumo humano, sendo um dos dois laborat6rios com esta tltima acreditacdo

a nivel nacional.



Para além desta focagem na qualidade do servico prestado, a EPAL também
promove varios projetos em parceria com entidades externas como o caso do presente
trabalho, possibilitando a existéncia de estagios enquanto alarga a criacdo de

conhecimento para o controlo de novos poluentes nas aguas.



3 Pesticidas

Desde h& vérios milénios 0 homem tem recorrido ao uso de pesticidas,
normalmente recorrendo a algo (plantas ou compostos quimicos inorganicos, mas ndo
s0), para tentar afastar ou matar outro animal ou planta que prejudique as suas colheitas

0U 0 seu bem-estar.

Como pesticidas podem ser consideradas todas e quaisquer substancias quimicas
destinadas a incapacitar, eliminar ou repelir pestes, ou seja, quaisquer animais com
impacte negativo para 0 homem ou para a sua atividade [“. Pesticidas sdo também as
substancias utilizadas para controlar o crescimento da planta, eliminar ou evitar o

crescimento de ervas daninhas, e preservar a planta .

Os pesticidas para além da sua aplicacdo na agricultura também possuem
aplicacdes como farmacos utilizados em veterinaria animal. Existe ainda um ou outro
caso em que um pesticida pode também encontrar uso em medicina como o caso do
inseticida DDT (1,1'-(2,2,2-tricloroetilideno)bis(4-clorobenzeno)), que foi utlizado para
combater 0s insetos responsaveis por transmitir o virus da malaria [61. Para além disto
existem pesticidas que podem encontrar utilizacdo em mais do que uma area, como a
mistura isomérica de alfa-cipermetrina, que pode ser utilizada como inseticida tanto na

agricultura como em veterindria.

Devido ao aparecimento de um nimero cada vez maior de pesticidas que sdo
ambientalmente mais seguros que os pesticidas antigos, e devido ao nome Pesticida estar
muito associado a algo perigoso, comecou a aparecer um novo termo para estes, sendo
hoje em dia os pesticidas de utilizagéo agricola chamados de Fitofarmacos. Esta defini¢do
abrange todos os pesticidas, exceto aqueles usados fora da agricultura, embora muitos
pesticidas utilizados em veterinaria também sejam utilizados em agricultura ). O nome
Pesticida mantem-se quando se fala dos residuos de pesticidas, ou de pesticidas no geral,

néo estando limitado a um campo de aplicagéo especifico.



3.1 Legislacao

A legislacdo respeitante ao uso de fitofarmacos e aos residuos de pesticidas
comecou a ser criada a partir do momento em que se verificou que estes poderiam ser
prejudiciais para a sadde, tendo evoluido muito nas Gltimas décadas. A medida que a
tecnologia de fitofarmacos evolui, e 0 conhecimento dos efeitos destes no ambiente foi
aumentando, mais restritas se tornam as condi¢cfes para o0 uso de fitofarmacos, e mais

intensivo e exigente passa a ser o controlo dos residuos de pesticidas no ambiente.

Desta forma, comegaram-se a criar planos de acéo a nivel nacional e internacional
para a utilizacdo de produtos fitofarmacéuticos e para a monitorizacdo dos residuos de
pesticidas nas &guas tanto continentais como costeiras. Em Portugal a entidade reguladora
¢ a Direcdo Geral de Alimentacdo e Veterinaria (DGAV), sendo responsavel por autorizar
a comercializacdo dos fitofarmacos, bem como de fiscalizar o plano de acédo nacional para

a utilizacdo sustentavel de fitofarmacos.

Atualmente a comercializagdo ou proibicdo da mesma € feita de acordo com o
Decreto-lei n° 26/2013 de 11 de Abril, que transpde a diretiva europeia n°® 2009/128/CE
que regula a nivel europeu este setor, que é a mais recente diretiva para o uso de pesticidas
na Uni&o Europeia. E cada vez mais frequente a publicacdo de normas europeias com o
intuito de proibir a comercializacdo e utilizacdo de diversos fitofarmacos. Esta legislacdo
e outras acBes tém como principal intuito o uso responsavel de fitofarmacos e a
implementacao de planos de protecdo integrada, de forma a reduzir o uso de fitofarmacos

a0 maximo.

Da mesma forma que para o uso dos fitofarmacos, também existe um plano de
acao para a monitorizacao e controlo da quantidade de residuos de pesticidas presentes
na agua, com especial importancia para a qualidade da agua para consumo, pois € de

grande importancia garantir que a &gua é segura para consumo humano.

Nas Ultimas décadas esta area comecou a ter mais relevancia, pois muitos
fitofarmacos foram utilizados em quantidades muito grandes ao longo do século XX, e
muitos destes tém um elevado grau de persisténcia no ambiente, sendo que varios também
possuem um grau significativo de bioacumulacéo. Isto € de elevada importancia, uma vez

que a a&gua para consumo é cada vez mais um bem escasso, e fenoOmenos de



bioacumulacdo podem eles mesmos degradar o ambiente aquatico, por eliminacdo de

organismos aquaticos que tém um efeito positivo na preservacdo da agua.

A “Diretiva do Quadro da Agua” (“Water Framework Directive ”) 2000/60/EC
estabeleceu o primeiro grupo de substancias prioritarias no dominio da agua que
necessitam monitorizacdo, bem como o limite maximo admissivel para cada uma destas.
Esta Diretiva Quadro da Agua foi transposta para a legislacio nacional através do
Decreto-lei n° 58/2005 de 29 de Dezembro, efetuando a gestdo sustentavel de &guas
superficiais e subterraneas. A Ultima revisdo desta diretiva é a Diretiva 2013/39/EU de 12
de Agosto, a qual menciona novas substancias prioritarias a monitorizar em aguas

superficiais.

Para assegurar a qualidade da agua para consumo foi criada inicialmente a diretiva
80/778/EEC que estipulou varios parametros de qualidade da dgua para consumo, entre
0s quais, 0s primeiros limites maximos admissiveis para residuos de pesticidas na agua
para consumo, nao definindo se os metabolitos também deveriam ser incluidos. Mais
tarde apareceu a Diretiva 98/83/EC de 3 de Novembro, onde se comecaram a delinear as
regras para assegurar a qualidade da agua, para além da agua para consumo. Esta diretiva
foi transposta para a legislagdo nacional atraves do Decreto-Lei n® 243/2005 de 5 de
Setembro. Este mesmo Decreto-Lei refere que um pesticida é definido como os residuos
de pesticidas, os metabolitos destes, e 0s produtos de regulacao de plantas, sendo exigido
um limite de detecdo igual ou inferior a 25 % do valor paramétrico. Este Decreto-Lei foi
revogado pelo Decreto-Lei n° 306/2007 de 27 de Agosto o qual refere que o limite
maximo admissivel para pesticidas individuais e para pesticidas totais em agua para
consumo humano é de 0,1 pg/l para pesticidas individuais, e 0,5 pg/l para pesticidas

totais.

Para aguas superficiais e subterraneas estdo definidos no Decreto-lei n® 103/2010
de 24 de Setembro valores especificos para varias substancias prioritarias, sendo que para
estas é exigida a incerteza expandida inferior a 50 % quando calculada com um fator de
expansdo de 2, a uma concentracdo correspondente a 30 % do valor da norma de

qualidade ambiental deste.

Este presente trabalho encontra-se enquadrado tanto na Diretiva 2013/39/EU de
12 de Agosto, como no Decreto-lei n°® 306/2007 de 27 de Agosto. Na Tabela 3.1



apresentam-se 0s pesticidas abordados neste trabalho, bem como o limite de quantificacéo

requerido pela legislacéo.

Tabela 3.1: Limites impostos pela legislagdo em vigor para os pesticidas abordados.

o 2013/39/EU DL 306/2007
Pesticida NQA-CMA! (ug/l) NQA-MAZ? (ug/l) VP2 (ug/l)
Aclonifena 0,12 0,12
Azoxistrobina -
Bifenox 0,04 0,012
Cipermetrina® 6 x 10 8x 107
Deltametrina —
Diclorvos 7% 10* 6 x 10"
Dicofol n&o aplicavel® 1,3x10° o1
Etoprofos —
Iprodiona —
Metomil -
Ometoato -
Quinoxifena 2,7 0,15
Terbutrina 0,34 0,065
Tiodicarbe -

NQA-CMA — Norma de Qualidade Ambiental — Concentragdo Maxima Admissivel.
2NQA-MA — Norma de Qualidade Ambiental — Média Anual.

3VP — Valor Paramétrico.

4 Soma das misturas isoméricas alfa-cipermetrina, beta-cipermetrina, teta-cipermetrina, e zeta-cipermetrina.
®Ndo existe informagéo suficiente para definir um NQA-CMA para este composto.



3.2 Classificacao

Os pesticidas podem ser classificados e agrupados de diversas formas, sendo as
mais comuns, pelo tipo de alvo a que se destinam ou por origem e grupo quimico. Por
vezes, quando se faz a classificacdo com base no alvo a que se destinam também se faz a
distingdo entre pesticidas naturais, quimicos sintéticos ou inorganicos. A definicdo de
pesticidas naturais diz respeito a utilizacdo de substancias extraidas de animais ou plantas

existentes na natureza, ou a introducao de outras espécies para a erradicacdo de uma peste.

Os pesticidas quimicos sintéticos sdo as substancias sintetizadas com a finalidade
de matar ou inibir uma determinada peste, podendo alguns destes ser inspirados em
moléculas existentes na natureza. Os pesticidas quimicos inorganicos sdo substancias

inorganicas com caracter de pesticida, como o caso do enxofre.

No entanto existem outras formas de classificar os pesticidas, sendo que a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) e o Sistema de Harmonizacdo Global (GHS)
sugerem que esta classificacdo seja feita com base no perigo que o pesticida representa

para o ser humano!®l,

Os pesticidas ainda podem ser separados consoante o seu modo de agéo, ou seja,
como especificos ou ndo especificos, quando o alvo é apenas uma espécie ou varias, como
sistémicos ou ndo sistémicos, no caso de o pesticida deslocar-se ou ndo ao longo da planta,
ou como pesticidas de contacto ou de acdo sobre o estbmago, entre outas formas
especificas de os classificar.

3.2.1 Classifica¢do consoante o tipo de organismo alvo

A classificacdo dos pesticidas feita com base no alvo a que este se destina pode
ser muito extensa, estando na Tabela 3.2 um conjunto dos grupos alvo mais comuns e do
qual os pesticidas que se otimizaram ao longo deste trabalho fazem parte®. No entanto
muitos pesticidas podem apresentar capacidades de combater mais do que um tipo de
peste alvo, sendo normalmente agrupados varios sob o0 mesmo nome, como € o caso dos
acaricidas, ovicidas e nematocidas, muitas vezes agrupados no conjunto dos inseticidas,

dado esta ser normalmente a sua funcédo pesticida principal.



Tabela 3.2: Classificacéo de pesticidas com base no grupo de organismos alvo.

Classificacao Grupo
Algicidas Algas
Antimicrobianas Microrganismos como bacteérias e virus
Fungicidas Fungos
Herbicidas Plantas indesejaveis
Inseticidas Insetos
Acaricidas Acaros
Moluscicidas Moluscos
Nematocida Nematoides
Rodenticidas Roedores
Ovicidas Ovos de insetos, acaros e moluscos
Desinfetantes Bactérias

Agentes de prote¢do da planta -

Reguladores de crescimento -

3.2.1.1 Acaricidas19]
Acaricidas sdo o0 conjunto de pesticidas destinado a combater &caros, incluindo

tanto caros como aranhas.

Os acaricidas sintéticos podem ser de diversos grupos quimicos e
maioritariamente sdo inseticidas com propriedades acaricidas. Alguns destes grupos séo,
os organofosforados, os carbamatos, os piretroides, as formamidinas, os éteres

nitrofenilicos, e os derivados halogenados do benzimidazol.

Dos pesticidas abordados neste trabalho, os que apresentam atividade como

acaricida sdo o diclorvos, o dicofol, o metomil e o ometoato.



3.2.1.2 Fungicidas[11]
Fungicidas sdo o conjunto de pesticidas destinado a combater fungos que podem
atacar as plantas, tanto a nivel foliar, como a nivel da raiz. Os fungicidas podem ser de

origem inorganica, natural ou sintética.

Varios fungicidas sintéticos utilizados hoje em dia sdo baseados em fungicidas
naturais produzidos por outros fungos ou plantas, como as estrobilurinas. No entanto, os
fungicidas sintéticos mais antigos nao foram baseados em fungicidas naturais,
pertencendo ao grupo quimico das dicarboximidas, quinolinas, tiocarbamatos, entre

outros.

Para além destes também existem fungicidas usados para tratamento em medicina
humana e veterinaria, sendo estes, uma sele¢cdo mais especifica e menos tdxica para o

homem ou animal.

Este grupo de pesticidas € um dos 3 mais importantes, sendo que 0s outros 2 séo
os herbicidas e os inseticidas. A importancia deste grupo deve-se em grande parte ao
cultivo de cereais e arvores de fruto, dado a sua grande suscetibilidade ao ataque de
fungos.

Dos pesticidas abordados neste trabalho, os que apresentam atividade como

fungicidas sdo a azoxistrobina, a iprodiona e a quinoxifena.

3.2.1.3 Herbicidas 5]
Herbicidas sdo o conjunto de fitofarmacos destinado ao combate de ervas
daninhas, podendo definir-se erva daninha como uma planta que se encontra no local

errado, ou uma planta cuja acdo prejudicial é superior ao seu valor positivo.

Os herbicidas tém especial importancia no cultivo de produtos vegetais e cereais,
uma vez que as ervas daninhas prejudicam a producéo destes por competigéo direta pelos

nutrientes da terra.

Os herbicidas podem ser de origem inorganica, biologicos ou sintéticos. Os
herbicidas sintéticos podem ser de diversas familias, como triazinas, éteres difenilicos,

cloroacetanilidas, ureia, imidazolinonas, entre outras.

Dos pesticidas abordados neste trabalho, os que apresentam atividade como

herbicida sdo a aclonifena, o bifenox e a terbutrina.

10



3.2.1.4 Inseticidas[12]

Inseticidas sdo o conjunto de pesticidas destinado a combater pragas de insetos.
Sdo de elevada importéancia, dado que os insetos séo capazes de fazer grandes estragos
nas colheitas, como também podem ser portadores de virus que afetam o homem ou vérias
espécies animais de interesse. O facto de varios inseticidas também apresentarem
caracteristicas de ovicida, moluscicida ou acaricida faz com que este seja um dos grupos

de pesticidas mais utilizado mundialmente.

Os inseticidas podem ser de origem inorganica, natural e sintéticos. Os inseticidas
inorganicos eram & base de compostos de arsénio, cobre, chumbo ou fluorsilicatos, sendo

que a maioria destes ja nao € utilizado hoje em dia.

Exemplos de inseticidas de origem natural, extraidos de plantas, sdo o0s

neonicotindides e os piretroides.

Alguns exemplos de grupos de inseticidas sintéticos sdo os dinitrofendis,
organoclorados, organofosforados e carbamatos. Para além destes, mais recentemente
comecaram a aparecer inseticidas sintéticos baseados no inseticida natural pyrethrum, o
que deu origem ao aparecimento de diversos novos grupos de inseticidas, os quais
possuem um maior carater inseticida e algumas propriedades melhoradas em relacéo ao
pesticida natural, como uma maior resisténcia a luz solar. Alguns exemplos destes novos
grupos sao os crisantemato (esteres) e analogos destes, podendo ser agrupados como
piretroides sintéticos.

Dos pesticidas abordados neste trabalho, os que apresentam atividade como
inseticida sdo a alfa-cipermetrina, a beta-cipermetrina, a teta-cipermetrina, a zeta-
cipermetrina, a deltametrina, o diclorvos, o etoprofos, o metomil, o ometoato, e 0

tiodicarbe.
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3.2.1.5 Moluscicidas [13]

Moluscicidas sdo o conjunto de fitofarmacos usados para combater moluscos,
especialmente caracois e lesmas, mas ndao s6. Estes podem ser pesticidas inorganicos,
bioldgicos ou sintéticos, sendo que muitos sdo inseticidas que também apresentam agédo

moluscicida.

Um pouco a semelhanca dos acaricidas, os moluscicidas sintéticos também
pertencem aos mesmos grupos quimicos que alguns inseticidas e acaricidas, como 0s

carbamatos.

Dos pesticidas abordados neste trabalho, o Unico que apresenta atividade como

moluscicida é o tiodicarbe.

3.2.1.6 Nematocidas [14]
Nematocidas sdo o conjunto de fitof&rmacos que se destina ao combate de
nematdides. Os nematdides sdo seres cilindricos, parecidos com minhocas de dimensdes

microscopicas que sdo parasitas das plantas.

Os nematocidas sintéticos podem ser agrupados em 3 grupos quimicos, podendo
ser fumigantes, organofosforados ou carbamatos. Fumigantes sdo nematocidas com uma
estrutura quimica simples, que possuem baixo ponto de ebulicdo e elevada pressao de

vapor.

Os organofosforados e os carbamatos sdo nematocidas mais recentes, sendo que a
sua grande vantagem sobre os fumigantes é de que estes sdo melhor tolerados pelas

plantas.

Dos pesticidas abordados neste trabalho, o Unico que apresenta atividade como

nematocida € o etoprofos.
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3.2.1.7 Ovicidas[191112]

Ovicidas sdo o conjunto de pesticidas que se destina a eliminar ovos de insetos,
acaros, aracnideos e moluscos. Apenas alguns inseticidas, acaricidas e moluscicidas
possuem a capacidade de ovicida, pelo que os ovicidas podem ser considerado um

subgrupo destes.

Alguns dos grupos quimicos a que pertencem os pesticidas com atividade ovicida

sdo as formamidinas, os clorofendis e os carbamatos.

Dos pesticidas abordados neste trabalho, o Unico que apresenta atividade como

acaricida é o tiodicarbe.

3.2.2 (lassificacdo com base na origem quimica [10]1[15] [16]

A classificacdo dos pesticidas por grupo quimico caracteristico é vasta, sendo que
0S maiores grupos de pesticidas sdo os organoclorados, organofosforados e carbamatos.
Existem também cada vez mais pesticidas inspirados em pesticidas naturais, os quais
visam melhorar a sua eficiéncia, mantendo as caracteristicas que 0s tornam
ambientalmente mais seguros. Na Tabela 3.3 apresentam-se as classes quimicas as quais

pertencem os varios pesticidas abordados neste trabalho.
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Tabela 3.3: Grupo quimico dos pesticidas abordados ao longo do trabalho [*7],

Grupo quimico Estrutura geral ou exemplo Pesticida
i Metomil
Carbamatos! RO R e
MRS Tiodicarbe
R

|
Dicarboximidas Rl\n/N\n/Rz Iprodiona
(o] (¢]
. e 0 Aclonifena
Eteres Difenilicos )
Bifenox
Cl

clJ.Cl
Organoclorados? O O Dicofol
Cl Cl
<|3| Diclorvos
Organofosforados P Etoprofos
RO”/ "OR
RO Ometoato

alfa-Cipermetrina

)C‘\ X . /@ beta-Cipermetrina
Piretroides® o Ny 0 teta-Cipermetrina
(0]
l
N

zeta-Cipermetrina
Deltametrina

- - \ - -
Quinolinas ©ﬁ Quinoxifena
N

Estrobilurinas* Azoxistrobina

L NN .
Triazinas KN) Terbutrina

1O grupo R* pode ser um grupo metilo (inseticidas), aromatico (herbicidas), ou benzamitazoico (fungicidas); R? e R® podem ser uma
cadeia alifatica ou um grupo aromatico.

2 Estrutura do dicofol como exemplo.

3 Estrutura geral da cipermetrina como exemplo.

4 Estrutura da azoxistrobina como exemplo.
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3.2.2.1 Metabolitos

Embora ndo sendo um grupo quimico, os metabolitos podem ser considerados
como uma classe que agrupa todas as substancias que resultam da degradagéo de outras
substancias, seja por reacdo com o meio ambiente, como hidrolise ou fotolise, seja por

digestdo por parte de um organismo vivo.

Os metabolitos aqui considerados limitam-se a produtos de degradacdo de
pesticidas, sejam estes naturais ou sintéticos, pois tanto os pesticidas como varios dos

seus produtos de degradacdo possuem um impacto negativo no ambiente.

Dos pesticidas estudados neste trabalho, existem alguns que sdo metabolitos
relevantes de outros pesticidas ou que possuem metabolitos relevantes. S&o eles, o
pesticida ometoato que é um metabolito do pesticida dimetoato, o pesticida metomil que
é o metabolito principal do pesticida tiodicarbe, o pesticida diclorvos que € um metabolito
dos pesticidas naled e triclorféo, e o pesticida deltametrina que é metabolito principal do

pesticida tralometrinal*®l,

3.2.3 (Classificacdo com base no risco potencial para a saide humanal3l

Esta classificacdo é principalmente feita com recurso aos valores estatisticos de
dose letal para 50 % da populacéo teste (LDso), em curto espaco de tempo de exposicao,
por ingestdo oral ou por absorcdo dérmica, se este processo for inferior. O modo de
classificar os pesticidas com base no risco potencial para a saide humana recomentado
pela OMS foi adaptado do modo de classificagdo da GHS de forma a uniformizar as duas
recomendacdes, encontrando-se na Tabela 3.4 os seus critérios de classificacao.

Tabela 3.4: Critérios de classificagdo quanto ao risco potencial para a saide humana, segundo a OMS.

- LDso em ratos (mg/kg peso corporal)
Classificacao

Oral Dérmica
la Extremamente perigoso <5 <50
Ib Altamente perigoso 5-50 50 - 200
I Moderadamente perigoso 50 — 2000 200 — 2000
i Ligeiramente perigosos > 2000
U Improvavel que cause perigo agudo > 5000
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Estando 0 modo de avaliar o valor de LDso para misturas de pesticidas no guia da
OMS “The WHO Recommenended Classification of Pesticides by Hazzard and
Guidelines to Classification 2009 .

Os principais problemas deste modo de classificagdo sdo de que ndo tem em conta
0s riscos associados ao solvente, podendo este por vezes ser mais perigoso para 0 homem
do que os pesticidas que constituem a mistura. Além disso, uma vez que sé se tem em
conta uma Unica forma de exposi¢do e devido a exposicao pelas varias vias poder ser

cumulativa, uma concentracdo inferior poderé ja ser prejudicial a satde.
3.3 Utilizacao em medicina veterinaria

Embora a medicina veterinaria seja uma area da medicina, esta também usa
diversos pesticidas, maioritariamente fungicidas ou inseticidas com o objetivo de tratar e

proteger 0s animais.

Devido aos requisitos especiais que 0s pesticidas necessitam cumprir para
poderem ser aplicados nesta area, 0 seu grupo ndo € muito alargado, sendo que dos
pesticidas abordados neste trabalho, a alfa-cipermetrina, a beta-cipermetrina e a
deltametrina também séo aplicados nesta area.

3.4 Vantagens e desvantagens

As vantagens dos pesticidas sdo de certa forma bastante evidentes, devido a que
estes permitem proteger tanto as plantas como pessoas e animais de ataques de insetos e
fungos, que podem provocar doencas. Para além deste efeito de protecdo da saude, muitos
pesticidas permitem eliminar ervas daninhas que podem provocar grandes danos nas
colheitas, sendo esta a principal vantagem, pois sem 0 recurso a pesticidas, ndo seria
possivel obter o grande nivel de producéo agricola atual.

As grandes desvantagens do uso dos fitofarmacos sdo de que muitos sdo pouco
seletivos, sdo relativamente persistentes nos solos ou na agua e alguns possuem elevada
toxicidade, especialmente para organismos aquaticos. Devido a baixa seletividade, muitos
pesticidas podem eliminar para além da peste alvo, outros animais ou plantas que seriam
benéficos para a sua producéo, e sendo persistentes, podem ainda apresentar um risco
potencial para a satde publica devido a sua toxicidade para o0 homem, e também para o

meio-ambiente.
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Outro grande problema do uso extensivo de pesticidas é o surgimento de pestes
resistentes ao pesticida em questao, ou resistentes a mais do que um pesticida, o que leva
a reducdo da eficiéncia deste e a necessidade de utilizar novos pesticidas.

O aparecimento de novos pesticidas mais eficientes de origem natural ajuda a
reduzir a quantidade necessaria de pesticidas a aplicar, e desta forma também reduz os
residuos de pesticidas produzidos. Por outro lado, estes sdo normalmente muito toxicos
para 0 ambiente aquatico, e apresentam algum nivel de persisténcia no meio ambiente,
sendo no entanto normalmente menos persistentes que o0s pesticidas quimicos

tradicionais.

Como forma de reduzir o uso de pesticidas surgiu nas ultimas décadas o conceito
de protecdo integrada da planta, no qual se avalia qual, como, quando e quanto pesticida
se deve aplicar para combater uma determinada praga da forma mais eficaz possivel,
sendo que nesta pratica de cultivo se guardam os pesticidas como ultima medida de

combate & praga.
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3.5 Pesticidas que foram alvo do estudo

Na Tabela 3.5 apresentam-se os pesticidas abordados neste estudo, juntamente
como o seu numero de registo CAS, estrutura quimica, tipo de pesticida e grupo quimico

a que pertencem.

Tabela 3.5: Pesticidas alvo de estudo [151 [171 [18],

. L Ti |
Pesticida CAS* Estrutura quimica Ipp d ¢ Classe ‘,’OT grupo
Pesticida quimico
Cl
Aclonifena 74070-46-5 ©°©:N”2 « Herbicida  Eter difenilico
NO,
NN
Azoxistrobina 131860-33-8 N 0w koo, * Fungicida Estrobilurinas
OCH;
(0] Cl
Bifenox 42576-02-3 \o)‘jij/ O\@ « Herbicida  Eter difenilico
O,N cl
* Inseticida
alfa 67375-30-8 » Medicina Piretroides
veterinaria
| _ X, 0 - inseticida
Cipermetrina peta  72204-43-4 o WO( © « Medicina Piretrdides
H veterinaria
teta  71697-59-1 * Inseticida Piretroides
zeta 1315501-18-8 * Inseticida Piretroides
(o]
\© * Inseticida
. o) * Medicina ) ..
Deltametrina 52918-63-5 . Piretroides
Bre_~ 0 N veterinaria
Br N » Metabolito
i y « Inseticida
Diclorvos 62-73-7 C'\(\O/P\\o « Acaricida  Organofosforados
& O~ * Metabolito
cl Cl
Dicofol 115-32-2 * Acaricida Organoclorados
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Tipo de

Classe por grupo

Pesticida CAS* Estrutura quimica .. .
Pesticida quimico
* Inseticida
Etoprofos 13194-48-4 o, 0 : Organofosforados
Np’ » Nematocida
\/\S/ \S/\/
Cl
. 0 .. : .
Iprodiona 36734-19-7 ClQNJQ HN’< * Fungicida Dicarboximida
PRVARS
0]
0 * Inseticida
Metomil 16752-77-5 \N)LO’ N\TS\ * Acaricida Carbamato
H * Metabolito
HACO 0 * Inseticida
Ometoato 1113-02-6 HBCO“;?'S NHCH; * Acaricida Organofosforados
0 * Metabolito
Cl N
RS
=
Quinoxifena  124495-18-7 IS * Fungicida Quinolina
o,
S/CHS
Terbutrina 886-50-0 Hye ST N)jN\ * Herbicida Triazina
HeC” N7 N7 N CH,
H H
o 0 * Inseticida
Tiodicarbe 59669-26-0 Hac/SYN\O)J\ITJ/S\N)I\O/N\]/S\ * Acaricida Carbamato

CHj CH3 CHs CHj

* Ovicida

* Os nimeros CAS sdo os numeros fornecidos com os certificados. Para o pesticida deltametrina, existem 2 nimeros CAS diferentes

correspondentes aos dois isémeros; para o0s pesticidas cipermetrina existem véarios nimeros CAS, sendo o nimero genérico da mistura

estereoquimica ndo definida 52315-07-8. Por vezes, este ou outros nimeros ndo mencionados podem aparecer relacionados com a

composicdo associada a beta-cipermetrina ou a zeta-cipermetrina, sendo estes nimeros referentes a um dos isémeros da mistura,

podendo ser o nimero CAS genérico da mistura estereoquimica nao definida, ou nimeros CAS obsoletos para estes pesticidas.
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4 Método cromatografico

4.1 Geral [19]

A cromatografia € um método fisico de separacdo no qual os compostos a serem
separados sdo distribuidos entre duas fases, uma das quais estd estacionéria, a fase
estacionaria e a outra se move numa dada direcéo, a fase mével. Permitindo numa Unica
injecdo a separacao dos compostos e também a avaliagdo quantitativa de cada constituinte
de uma amostra. O tempo entre a inje¢do cromatografica e a detecdo do soluto é chamado
de tempo de retencao, tr.

Coluna

cromatografica Do

Injetor

Figura 4.1: Esquema geral de um equipamento de cromatografia.

Dependendo da fase estacionaria pode-se executar cromatografia de adsorcdo
quando se utiliza uma fase estacionaria sélida, ou de particdo quando se utiliza uma fase
estacionaria liquida. Na cromatografia de adsorcdo as separa¢Ges ocorrem através do
estabelecimento de forcas de van der Waals e de interacdes electroestaticas entre a fase
estacionaria e os compostos presentes na mistura. Na cromatografia de particdo a
separacdo € feita com base na diferenca de solubilidade dos compostos entre a fase

estacionaria liquida e a fase mével.

Na cromatografia liquida a fase movel ou eluente serve para arrastar os solutos
pela coluna, podendo ser constituida por um dnico solvente ou por uma mistura de
solventes com uma composicdo constante (eluicdo isocratica), ou com recurso a um
gradiente de concentragdes, de forma a promover uma melhor e mais rapida separacao
dos solutos. Na cromatografia gasosa a fase mével serve apenas para promover o arraste
dos solutos ao longo da coluna, ndo interferindo com a separacdo cromatogréafica destes,
sendo normalmente designada por gas de arraste. A separacdo cromatografica nesta
técnica @ normalmente feita através de uma sequéncia de temperatura programada (rampa

de temperatura) de um forno onde se encontra a coluna cromatografica.

Normalmente da-se preferéncia a cromatografia gasosa, uma vez que esta produz
menos residuos. No entanto, muitos dos pesticidas sdo pouco volateis ou degradam-se
com a temperatura, o que faz com que a cromatografia liquida seja a forma ideal para os

analisar.
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e Constante de distribui¢do ou partigéo, K

A cromatografia de particdo baseia-se no equilibrio dindmico do soluto entre a
fase estacionaria liquida e a fase movel. Este equilibrio pode ser representado pelo
coeficiente de parti¢do K, dado por:

K =5

= o

Equacdo 4.1

Onde Cs e Ci s80 respetivamente a concentragdo do analito na fase estacionaria e na fase

movel.

De acordo com a Equacéo 4.1, quanto maior for o valor de K, mais afinidade tem
o0 analito para a fase estacionaria, o que se traduz num tempo de retengdo mais elevado.
Este parametro depende da composicao da fase estacionaria, fase movel, temperatura e

natureza do analito.
e Fator de retencdo ou capacidade, k

Este fator € uma medida do tempo que cada analito permanece na fase
estaciondria, sendo tanto maior quanto maior o tempo de retencdo. Este fator pode ser
calculado pela Equagdo 4.2, onde to € 0 tempo decorrido desde o inicio da injecéo
cromatografica até a detecdo de um composto que nao fique retido na fase estacionaria
(normalmente o solvente), sendo o tempo de retencdo deste composto denominado de

“tempo morto”.
Equacdo 4.2

e Fator de separacao, o

Com base no fator de retencéo é possivel avaliar o fator de separagéo, que estima
o afastamento de 2 picos adjacentes. Este fator pode ser calculado com recurso a Equagéao
4.3, sendo k(A) o fator de retencdo do analito mais retido e k(B) do analito menos retido.

_ k)

=B Equacédo 4.3

21



e Eficiéncia

A eficiéncia da coluna é expressa como o0 nimero de pratos tedricos N da coluna,
ou seja, 0 numero de equilibrios que € possivel estabelecer ao longo da coluna, sendo que

a coluna é mais eficiente quanto maior for o valor de N.

O numero de pratos teoricos pode ser calculado pela Equacdo 4.4, onde L é o
comprimento da coluna e H € a altura equivalente do prato teérico, ou seja, a distancia no
interior da coluna necesséria para se estabelecer um equilibrio. Desta forma, quanto
menor for a altura equivalente do prato tedrico, maior € a eficiéncia e mais estreitos sao

0s picos cromatograficos.

N = Equacéo 4.4

L
H

Esta equacdo também pode ser escrita em funcdo do tempo de retencdo e da
largura do pico na base de acordo com a Equacédo 4.5, ou largura a meia altura de acordo

com a Equagéo 4.6.

16tr? ~
N = — Equacdo 4.5
2
N =23 Equacdo 4.6
Wi/2

e Resolucdo, Rs

A resolucdo de uma coluna cromatografica pode ser definida como a distancia
entre 2 picos adjacentes num cromatograma. Este pardmetro pode ser calculado com

recurso a Equacdo 4.7 onde w é a média da largura dos picos na base e Az a diferenca

entre os tempos de retencdo, ou pela Equacdo 4.8, onde wy,, é a média da largura dos

picos a meia altura. De uma forma geral se o valor de Rs > 1,5 existe separacao total dos

picos cromatograficos.

Rs = A% Equacdo 4.7
Rs = 25824 Equacédo 4.8
Wi/2
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4.1.1 Colunas
Em cromatografia existem 2 tipos gerais de colunas: colunas tubulares abertas e

colunas fechadas com enchimento.

As colunas tubulares abertas s&o normalmente utilizadas em cromatografia gasosa

e as colunas fechadas com enchimento sdo normalmente usadas em cromatografia liquida.

4.1.1.1 Colunas cromatogrdficas fechadas com enchimento
Estas colunas sdo normalmente utilizadas em cromatografia liquida devido aos
liquidos possuirem um coeficiente de difusdo muito baixo quando comparado com os

gases.

Com estas colunas a distancia que o soluto normalmente necessita de percorrer €
muito mais reduzida uma vez que as colunas normalmente possuem 5 a 30 cm de
comprimento. Estas possuem no seu interior particulas microporosas de um solido
(geralmente silica) com cerca de 1 a 5 um de didmetro, que podem servir de fase
estacionaria ou como suporte da fase estacionaria. Até ha pouco tempo as colunas
cromatograficas possuiam um diametro de 4,6 mm, comecando agora a ser mais comum
o didmetro 2,1 mm, sendo estas mais compativeis com os detetores de espectrometria de

massa, uma vez que estes requerem um caudal baixo de solvente.

Quando se utiliza uma elevada pressao e colunas com particulas de cerca de 1,7
um de diametro, obtém-se o que € normalmente apelidado de cromatografia liquida de

ultra eficiéncia, sendo estes os equipamentos de cromatografia liquida com a maior

resolucéo.
Frit de titanio Frit de titanio
Raxass Coluna principal poroso :
Entrada 2 R l Saida
]
: o
| b 1@“ — bty
Crese - ' oo L

Revestimento exterior em

Pré-Coluna L ;
aluminio anodizado

Figura 4.2: Esquema de uma coluna cromatografica fechada usadas em cromatografia liquida [,
Consoante a fase estacionaria é mais polar ou mais apolar, estas colunas podem
ser divididas em colunas de fase normal (colunas polares) ou colunas de fase reversa

(colunas apolares e pouco polares).
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O enchimento das colunas pode ser de diversos materiais, sendo 0 mais comum
esferas de silica microporosa. Esta ndo pode ser utilizada a pH > 8, pois dissolve-se,
podendo no entanto ser modificada de forma a ficar resistente a hidrolise a pH mais

bésico.

A silica pode ser utilizada como fase estacionaria nas colunas cromatograficas por
si s0, mas normalmente é-lhe substituido o grupo alcool do grupo silanol por outro grupo
funcional, como uma amina, para lhe conferir um carécter polar diferente, ou por uma
cadeia longa de hidrocarbonetos, como o octadecil (C18) para lhe conferir um caracter
apolar. Este enchimento de coluna € o mais utilizado em HPLC, e foi também, o

enchimento utilizado neste trabalho.

A cromatografia em fase reversa € utilizada quando o analito se dissolve mais
facilmente num solvente menos polar. Nesta técnica utiliza-se um gradiente de
concentragdes, comecgando por uma elevada concentracdo de um solvente mais polar, e
prosseguindo até um solvente menos polar. Na cromatografia em fase normal o
procedimento € o oposto. Por norma o solvente menos polar € o metanol ou acetonitrilo,

sendo geralmente o solvente mais polar a agua.

4.1.1.2 Colunas cromatogrdficas tubulares abertas
As colunas tubulares abertas sdo mais eficientes do que as colunas fechadas com
enchimento, oferecendo um menor tempo de corrida e uma maior sensibilidade, mas

possuindo no entanto uma menor capacidade de amostra do que as colunas fechadas.

As colunas tubulares abertas sdo colunas capilares de silica fundida, com a fase
estaciondria presa nas suas paredes internas. Estas colunas sdo geralmente revestidas por
poliimida, que é um polimero termicamente estavel até temperaturas proximas de 350 °C.
As suas dimensoes sdo de 15 a 100 m, sendo o mais usual colunas de 30 m, com diametro
interno de 0,10 a 0,53 mm, e normalmente com um filme de fase estacionéria de 0,25 um,

existindo filmes com maior espessura.

Parede da coluna

Figura 4.3: A) Coluna cromatografica aberta para cromatografia gasosa, B) Interior da coluna cromatografica aberta
[19],
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4.2 Cromatografia Liquida (LC) [19]

4.2.1 Funcionamento geral

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) consiste em forcar a passagem
de um solvente com fluxo constante por uma coluna cheia de particulas microporosas de
forma a obter uma elevada separacdo dos solutos introduzidos no sistema. O fluxo de
solvente pode ser constituido apenas por um unico solvente ou por uma mistura de
solventes com uma composicdo fixa, ou ser constituido por um gradiente de
concentracdes, de forma a promover uma maior velocidade de eluicdo dos solutos,

mantendo no entanto uma elevada separagao cromatografica.

Um sistema de HPLC é constituido por um amostrador automatico, uma seringa
de injecdo, um deposito de solventes, um sistema de mistura e entrega de solvente, uma
coluna cromatografica de alta pressdo, um recetor de residuos, um equipamento de
detecdo (por exemplo, um espectrometro de massa), e um sistema de controlo dos

equipamentos e de recolha de resultados.

Solventes
(fases movel)

Reservatoério

g Sistema de
de residuos

controlo e recolha
de dados

= “~ Amostrador
Bomba automatico
do UPLC

Figura 4.4: Esquema de um sistema de cromatografia liquida [2°.

Um sistema de cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UPLC) é essencialmente
igual ao HPLC, diferindo na utilizacdo de colunas com enchimento de particulas com um
didametro mais pequeno, e podendo funcionar a muito mais elevada presséo que as colunas
cromatograficas de alta eficiéncia, o que possibilita um grande aumento da resolucdo dos

picos cromatograficos e um tempo de corrida cromatografica muito mais pequeno.
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4.2.2 Bomba

Uma vez que a cromatografia liquida utiliza alta presséo para forcar a difusao do
solvente e solutos pela coluna, a bomba é um dos principais constituintes de um sistema
de HPLC, sendo ainda mais importante no UPLC, uma vez que uma das caracteristicas
que permitem ao UPLC uma maior resolucdo é a possibilidade de trabalhar a pressoes
ainda mais elevadas, permitindo o uso de colunas com diametro mais estreito e

enchimento com particulas de didmetro mais reduzido.

4.2.3 Injecao
A injecdo da amostra é feita com recurso a um sistema automatico constituido por
um circuito para lavagem da agulha, lavagem da seringa, e medi¢do do volume de

amostra.

Por outro lado, o sistema de UPLC esta permanentemente com um fluxo constante
de solvente, sendo este misturado por um sistema automatico de doseamento, controlado
por um programa de computador, o qual é responsavel pela variacdo do gradiente de

solventes programado para a corrida cromatografica.
4.3 Cromatografia Gasosa (GC) [1]

4.3.1 Funcionamento geral

A cromatografia gasosa baseia-se em injetar uma amostra gasosa ou liquido volatil
no equipamento, sendo este vaporizado de imediato, e percorrendo a coluna
cromatografica, onde vai interagir com uma fase estacionaria que reveste as suas paredes.
O tempo que cada soluto demora a percorrer a coluna cromatografica é dependente da
afinidade deste para a fase estacionaria, e do seu ponto de ebulicdo, sendo este tempo

caracteristico de cada soluto, nas mesmas condi¢6es cromatogréficas.

Um sistema de GC é constituido por um sistema de injecdo da amostra, coluna
cromatografica, forno com temperatura controlavel, um detetor (neste caso um detetor de

captura eletronica) e um sistema de controlo dos equipamentos e de aquisi¢cdo de dados.

26



Entrada do gas
de arraste
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Injetor
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Detetor

M Coluna
Cromatografica

Forno
Figura 4.5: Esquema de um sistema de cromatografia gasosa (91,

Nesta técnica recorre-se geralmente a um gradiente de temperaturas e a um gas

inerte para empurrar os solutos.

O gas de arraste usado é normalmente azoto (N2), hélio (He), ou hidrogénio (Hz).
Segundo a representacdo das curvas de van Deemter € possivel obter a mesma altura
minima de prato tedrico para os trés gases, sendo esta atingida a fluxos diferentes. Devido
ao hidrogénio apresentar a altura minima a um fluxo superior, este possibilita atingir a
separacdo cromatografica mais rapidamente, no entanto devido a este ser muito

explosivo, normalmente utiliza-se hélio como gés de arraste.

S 0 S I N SN B
10 20 30 40 50 60 70 80 90

\elocidade linear (cm/s)

Altura de prato teorico (mm)
o o o o — —
O R =

Figura 4.6: Curvas de van Deemter para cromatografia gasosa de n-Ci7Hss a 175 °C [*9],

O detetor deve estar a uma temperatura superior a do forno, para garantir que 0s

solutos estejam sob a forma de gas quando estes chegam ao detetor.
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4.3.2 Injetor
A injecdo na coluna cromatografica pode ser feita de varios modos,

nomeadamente, em modo split, splitless ou on-column.

Septum de borracha
Saida da purga do

E septum

Entrada do
gas de arraste

——» Purga de Spiit

Forno do injetor —

Camara de vaporizagao

Liner de vidro l

Coluna

Figura 4.7: Esquema do injetor de cromatografia gasosa [211.

No modo split a amostra € injetada no cromatografo e parte da amostra é
descartada através da purga de split antes de entrar para a coluna cromatogréfica, de forma

a injetar um volume menor do que o volume total da injecdo.

No modo splitless toda a amostra é injetada no cromatdgrafo. Esta pode ser feita
de duas formas consoante a temperatura inicial da coluna cromatografica, sendo estas

denominadas de solvent trapping e cold trapping.

Solvent trapping consiste em utilizar uma temperatura inicial da coluna
cromatografica 40 °C abaixo da temperatura de ebuli¢do do solvente de forma a condensar
o0 solvente no inicio da coluna cromatogréfica; isto origina picos mais estreitos. Para
utilizar esta forma de injecao splitless € necessario que o solvente esteja numa proporcéo

superior a 10* em relagdo ao analito.

Cold trapping consiste em utilizar uma temperatura inicial da coluna
cromatografica 150 °C abaixo da temperatura de ebuli¢do do soluto de interesse de forma
a fazer o solvente e outros solutos com baixo ponto de ebulicdo percorrer a coluna antes
dos solutos de interesse. Para utilizar esta forma de injecéo splitless é necessario que a

coluna cromatografica possua uma espessura de fase estacionaria superior a 0,2 pm.
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O modo de injecdo splitless permite ainda a aplicagdo de um fluxo de gas de
arraste constante ou a aplica¢do de um pulso, em que se pode duplicar a presséo do gas

de arraste no momento da injegéo.

A injecdo on-column é um modo semelhante ao splitless, mas a inje¢do ndo é feita

através de um injetor quente, mas sim diretamente na coluna cromatografica.

Independentemente do modo de injecao, e do detetor utilizado, 0 volume maximo
de amostra que se pode injetar é de 1-2 pl, pois este é o volume maximo que uma coluna

cromatografica consegue carregar.

O modo mais usual para quantificacdo vestigial € o modo de splitless, devido a ser
0 que possui melhor sensibilidade e reprodutibilidade, embora este modo apresente
problemas para analitos que se decompdem a temperaturas inferiores a da sua temperatura
de ebulicdo. No modo de injecdo split, devido a se poder perder parte do analito
volatilizado durante o passo de descarte, torna-se dificil ter elevada reprodutibilidade em
andlise vestigial. O modo de injecdo on-column é um método ideal para analitos que se
degradem rapidamente com a temperatura, no entanto esta limitado a utilizar colunas com

menor de 0,2 mm de diametro interno, o que limita a sua resolucéo.

4.3.3 Forno

Uma vez que a separa¢do cromatografica em GC é feita através de uma rampa de
temperatura, é necessario poder controlar e variar a temperatura a qual a coluna
cromatografica se encontra, o que faz com que o forno seja uma parte muito importante

do sistema de GC.

Devido a ser necessario manter a temperatura dentro do forno o mais proximo
possivel das temperaturas programadas para a analise cromatografica é necessario que o
forno tenha um tempo de resposta e equilibrio muito curtos. Uma vez que é necessario
voltar a temperatura inicial antes da analise seguinte, o forno também deve apresentar a

capacidade de regressar a temperatura inicial num curto periodo de tempo.
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4.4 Efeito de matriz

Numa andlise cromatografica de qualquer amostra real, existe muitas vezes a
presenca de interferéncias causadas por outros compostos presentes na matriz da amostra.
O efeito de matriz pode ser definido como a diferenca de resposta de um detetor para um
padrdo de calibracdo e para uma amostra real fortificada a mesma concentracéo. Diz-se
que existe efeito de matriz quando esta diferenca é superior a um valor aceite como
verdadeiro devido a fatores causados pela preparacdo da amostra e nas variagdes de

sensibilidade do equipamento.

Este efeito pode ser positivo (enriquecimento iénico) ou negativo (supressao
i6nica), consoante se verifique um aumento ou um decréscimo do sinal de resposta em
relacdo a resposta para o padrdo da mesma concentracdo, e € normalmente mais
predominante em técnicas de cromatografia liquida do que em técnicas de cromatografia

gasosa.

Para além deste efeito de matriz, também pode existir outro efeito de matriz
quando se utilizam detetores universais. Este efeito é causado por interferentes que podem
coeluir com os picos dos compostos alvo, ou que podem mascarar 0s picos dos compostos

alvo pela modificacdo que causam na linha de base.
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5 Detetores

Tanto em LC como em GC se ndo existir um metodo de detecdo dos solutos, ndo
é possivel obter dados da separagdo cromatografica, como tal existem diversos detetores
que podem ser adaptados a ambas as técnicas, como € 0 caso de diversos espetrometros
de massas e existindo também detetores especificos de GC, como € o caso do detetor de

captura eletronica (ECD).
5.1 Espectrometria de Massa (MS) [22]

A espectrometria de massa baseia-se na ionizacdo em fase gasosa das moléculas

da substancia a analisar, sendo os ides separados pela sua razdo massa-carga (m/z).

Um equipamento de MS é constituido pela fonte de ioniza¢do, um sistema de
orientagé@o dos ides (lentes de focagem), um analisador de massas e um detetor Figura
5.1.

Fonte de Ioes Analisadores de massas Detetor
Gas de z
dessolvatagao ® Gas <1e
colusao
\ Detetor
% Cone de extragao
Sonda de &
ionizagao ‘_E 10 analizador 20 analizador de
| de massas (Q1) massas (Q3 e
Cone da T (. ‘
amostra QD—@"-HWm\nr"@' sept
5 Dinode
Lentes de Célula de
focagem colisao (q2)
Bloqueador ; ’ ‘
= Saida de gases Saida de gases

Figura 5.1: Esquema de um espectrometro de massa de triplo quadrupolo usado em cromatografia liquida [23],

Por esta técnica se basear no deslocamento de ides ao longo de um espago de
dimensdo conhecida, é necessario que nao existam outras moléculas no seu caminho que
com eles possam interferir. Desta forma é necessario recorrer a um vacuo elevado

(superior a 1 x 10°) para trabalhar com um analisador de espectrometria de massa.

O ido correspondente a molécula inicial (ido molecular) sofre geralmente
fragmentacdo, sendo que cada molécula geralmente possui uma sequéncia de

fragmentacdo caracteristica, 0 que possibilita a elucidacdo da estrutura quimica de
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moléculas desconhecidas ou a quantificacdo e identificacdo de moléculas alvo com base

em fragmentos caracteristicos.

5.1.1 Ionizacao

Na técnica de electrospray os ides sdo produzidos pela introdugdo da amostra
através da ponta de um capilar como se pode observar na Figura 5.2 (A), para a cdmara
de ionizacado, onde existe uma diferenca de potencial elevada entre o capilar e 0 cone da
amostra, criando um cone de Taylor e promovendo a formacao de gotas multicarregadas.
As gotas multicarregadas comegam a perder volume por perda de solvente e passam pelo
cone da amostra, para a camara intermédia onde o primeiro nivel de vacuo é produzido,
sendo que com o acumular de cargas as gotas alongam e formam um novo cone de Taylor,
Figura 5.2 (B), onde se formam novas gotas de dimensao mais reduzida e com uma carga
mais elevada. Estas gotas continuam a perder volume até que a carga das gotas seja
demasiado elevada e se dé a desadsorcdo dos ides que passam depois pelo cone de

extracao para as lentes de focagem e por fim para o analisador.

A)

) ﬁ
o00© O

Figura 5.2: llustracdo da formagdo de um cone de Taylor: A) na sonda de ionizacao, B) a partir de uma gota por
acumulacéo de cargas [?%1,

Devido a forma de como sdo produzidos os ides, e ser possivel aplicar uma
diferenca de potencial positiva ou negativa, esta técnica permite a producdo de ides
positivos no modo de electrospray positivo (ESI+) e negativos, no modo de electrospray
negativo (ESI-), como também permite obter ides multicarregados, o que faz desta técnica

uma ferramenta muito versatil para uma vasta gama de moléculas.

5.1.2 Analisador de massas
Ap0s serem produzidos, os ides sdo acelerados por meio de um campo elétrico,

sendo depois separados pela sua razdo massa-carga no analisador.

Um exemplo de um analisador de massas é o analisador de quadrupolo, estando
apresentado esquematicamente na Figura 5.3. Este é constituido por 4 barras metalicas
cilindricas e paralelas colocadas duas a duas, equidistantes de um eixo central. O
funcionamento é feito pela aplicacdo de uma corrente continua (dc) a uma barra e uma

amplitude de voltagem de radiofrequéncias (rf) a outra barra com a mesma polaridade
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onde os ides ressonantes com a amplitude da radiofrequéncias aplicada deslocam-se ao
longo do analisador e os ndo-ressonantes colidem com as barras do quadrupolo, ndo
chegando ao detetor. A separacdo de massas de acordo com a sua razao massa-carga €
obtida através da variacdo rapida da voltagem de radiofrequéncias, de forma a permitir

que as varias massas cheguem ao detetor.

|I
'I
(A
WS
Figura 5.3: Esquema de um quadrupolo [?4,

Os modos de operacdo de um analisador de massas de quadropolo sdo o0 modo de
Full Scan onde se obtém o espectro de massas de um composto numa gama pré-definida
e 0 modo de Selected lon Recording/monitoring (SIR ou SIM) que apenas monitoriza
massas especificas, sendo assim utilizado apenas para quantificacdo e ndao dando
informacdo necessaria para a identificacdo de um composto. Por outro lado, é possivel
também utilizar mais do que um analisador de massas em sucessao, sendo este designado

por espectrometria de massa tandem, ou MS/MS.

Os modos de funcionamento tandem sdo muito importantes em analise vestigial
de compostos alvo, devido a estes poderem utilizar as duas operagdes do quadrupolo
simples em ambos os analisadores de forma independente, permitindo atingir uma maior
sensibilidade, seletividade, e reduzindo os limites de detecdo e quantificacdo do

equipamento.

5.1.3 Triplo Quadrupolo (QqQ)

O analisador de triplo quadrupolo é composto por analisadores de quadrupolo
colocados em sucessdo. Estes equipamentos podem ser utilizados como um simples
quadrupolo ou como um triplo quadrupolo. Quando se utiliza apenas o primeiro
quadrupolo este analisador permite o uso dos modos normais de funcionamento de

quadrupolo simples.
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Figura 5.4: Esquema de um triplo quadrupolo 23],

Quando operado no modo de MS/MS o equipamento utiliza o primeiro (Q1) e 0
terceiro (Q3) quadrupolo como analisadores e 0 segundo (g2) como uma célula de colis&o,
onde os ides que saem do Q1 sofrem dissociacdo por colisdo (CAD) com um gas inerte,

geralmente Argon.

A célula de colisdo pode ser um Traveling Wave (Waters T-wave™), Figura 5.5,
em vez de um quadrupolo, sendo que esta permite um aumento de sensibilidade do
equipamento. Este tipo de célula de colisdo € constituida por varios elétrodos na forma de
anéis colocados sucessivamente, estando suportados pelas placas de circuitos impressos
que fornecem voltagem dc e rf, sendo que elétrodos adjacentes possuem fases opostas da
voltagem rf, o que forca os ides a ficarem no espago de transmissédo de ibes, mas

permitindo a livre passagem dos mesmos 281,

A)
Entrada do
gas de colisdo
Placa Placa final
lateral /
/
IGes
| g B) Diregdo do
rlacas de ‘ movimento
circuitos (4
impressos
Abertura de
transmissao Aneis de

deides  glatrodos

Figura 5.5: A) Waters T-wave™, B) Esquema da forma da deslocagéo dos ides [2¢],

Os varios modos de operacdo do MS/MS encontram-se representados na Tabela
5.1.

34



Tabela 5.1: Modos de operacéo de um triplo quadrupolo.

Modo de funcionamento
Q1 g2 Q3
Scan do 180 Produto (Daughter Scan) SIM CAD Full Scan
Scan do 1do Precursor (Parent lon Scan) Full Scan CAD SIM
Multiple Reaction Monitoring (MRM) SIM CAD SIM
Constant Neutral Loss Scan Full Scan CAD Full Scan

O modo de scan de ido produto utiliza o Q1 como um filtro de massas, permitindo
apenas passar a razédo m/z pretendida, estando 0 Q3 a operar no modo de full scan, obtendo
0 espectro de massas do ido pretendido. Este modo é fundamental para o desenvolvimento
e otimizacdo das condicGes de operacdo para 0 modo de MRM (Multiple Reaction

Monitoring).

O modo de MRM é muito semelhante ao modo SIM, também nédo produzindo um
espectro de massas do composto, sendo neste caso monitorizada uma transi¢do 8o
precursor-ido produto caracteristica. Neste modo os dois analisadores séo utilizados no
modo de SIM, onde o primeiro apenas deixa passar 0 ido precursor de m/z pretendida
para o segundo quadrupolo, onde sofre dissociacdo por colisdo com o gas de colisdo, e 0
segundo analisador por sua vez apenas deixa os ides fragmento pretendidos chegar ao
detetor.

Quando se utiliza 0 modo MRM em quantificacdo geralmente definem-se as
condigdes para duas transicdes MRM, sendo geralmente a mais intensa para quantificacéo

(MRM1) e a segunda mais intensa para confirmacdo do composto (MRM2).
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5.2 Detecdo por Captura Eletrénica (ECD) [19]
Este tipo de detetor € apenas usado em cromatografia gasosa.

O analisador de captura eletronica baseia-se na alteracdo de uma corrente elétrica
constante causada por espécies eletronegativas e como tal s6 é aplicdvel a compostos que

possuam 4tomos muito eletronegativos.

O ECD cria uma pequena corrente elétrica com os iGes produzidos pela ionizagdo
do gas de arraste por particulas beta de uma fonte radioativa (®*Ni), sendo esta mantida
constante com o uso de pulsos de frequéncia de voltagem. A variacdo da frequéncia

necessaria para manter esta corrente constante € a resposta do equipamento.

O gés de arraste pode ser N2, H2 ou He, sendo o0 mais utilizado He por proporcionar
uma melhor eficiéncia na separacdo de GC que o N2 e por ser mais seguro que o Ho.
Devido ao fluxo da corrente de arraste vinda do componente de GC ser baixa, € necessario
utilizar um outro gas adicional (gas auxiliar), podendo este ser N> ou uma mistura de

argon com 5 % de metano.

+ .
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I_‘—l—_, Saida

M de gas

Fonte
1" radioativa Ni

Nuvem de
eletrdes e idGes

C— 1T

] | = — Catodo

ITI

Entrada de eluente e
gas auxiliar

Figura 5.6: Esquema de um detetor de captura eletrénica 91,

Estes detetores sdo extremamente sensiveis, sendo que o seu limite de detecdo é
normalmente considerado ser proximo do limite de detecdo dos espectrometros de massa

quando utilizados no modo de SIM.
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6 Validagao [27]
6.1 Introducao

Sempre que se realiza um método de ensaio analitico este esta sujeito a diversas
fontes de incerteza aleatoria ou sistematica. Esta incerteza pode fazer com que 0s
resultados obtidos difiram largamente do valor real. Assim é necessario um processo para
validar o método, de forma a conferir credibilidade aos resultados obtidos, sendo este
processo de validagéo tdo exigente quanto a qualidade e credibilidade requerida pelo
laboratério.

A validacdo deve ser feita sempre que se elabore um método novo estando ou ndo
descrito na literatura ndo normativa, ou quando se executam modificagOes significativas

no procedimento ou nos métodos de normas ou documentos normativos.

Os requisitos para a validacdo de um método interno sdo, a descricdo detalhada
do método de ensaio, uma avaliacdo do grau de exigéncia necessario, e parametros a

analisar. Os parametros minimos a analisar sao:

e Gama de trabalho/Linearidade;

e Limiares analiticos (Limite de Detecdo e Quantificacdo);
e Sensibilidade;

e Precisdo;

e Exatidao.

Para avaliacdo destes parametros pode-se recorrer a um metodo indireto ou a um

método direto.
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6.2 Seletividade e Especificidade

Para a validacdo de um método é necessario avaliar e garantir a seletividade deste
para o analito que se quer analisar, ou seja, é necessario garantir que o método consegue

distinguir os analitos uns dos outros e dos interferentes presentes na matriz.

A especificidade é a capacidade do método quantificar o analito na presenca de
interferentes, com a garantia de que a grandeza medida provem apenas do analito. Para
isto é necessario proceder a ensaios para averiguar o efeito dos interferentes presentes na

matriz.

Para averiguar o efeito de matriz normalmente recorre-se a ensaios de recuperacao
feitos utilizando a matriz em estudo, onde se fortifica a amostra com uma quantidade
conhecida de analito e se submete esta ao método de andlise a validar. Para que o método
possa ser validado, é necessario que o resultado dos testes de recuperacéo esteja entre 70
% a 120 %, podendo ser aceitavel trabalhar com recuperacdes de 50 % se for necessario
recorrer a uma técnica de extracdo do analito. Isto desde que o coeficiente de variacdo
para os ensaios de recuperacdo realizados seja inferior a 15 %, e exista um minimo de 6

a 10 recuperac0es individuais.

Para os métodos que recorrem a espectrometria de massa tandem, existe outro
requisito para validar a especificidade. Este requisito é a razdo de confirmacdo (RC),
sendo esta a razdo entre as areas obtidas para as transicdes MRM1 e MRM2, onde esta
relacdo deve ser 0 mais proxima possivel de 1, devendo a transicdo MRM1 ser a de maior
intensidade.

AMRM1

RC Equacdo 6.1

~ gAMRM:2
Onde:
RC - razéo de confirmacao para um determinado composto

AMRML _ Area da transicdo de Quantificacio (MRM1)

AMRM2 _ Area da transicdo de Confirmacdo (MRMZ2)
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6.2.1 Confirmacado de positivos

Tao importante como uma boa quantificacdo € a capacidade de confirmar que o
analito quantificado é de fato o analito alvo e ndo outro composto (falso positivo).
Também a confirmacdo de que ndo se esta perante um falso negativo, ou seja de que se
verifica a auséncia de composto quando este esta presente na amostra € de importancia
crucial. Assim € de extrema importancia existir uma forma de identificacdo do composto

com um elevado grau de confianca.

Geralmente quando se recorre a técnicas cromatograficas como GC ou LC, a
primeira fonte de informacdo é o tempo de retengdo ao qual o pico cromatografico é
detetado. De uma forma geral admite-se uma variacdo maxima de 0,5 % para o tempo de
retencdo médio de um composto ao longo da curva de calibragédo, sendo que o tempo de
retencdo do pico na amostra deve estar a +0,1 minutos da média destes em cromatografia
liquida e £0,05 minutos em cromatografia gasosa.

Para a confirmacdo de que o pico identificado corresponde de fato ao composto
em analise, deve existir uma segunda fonte de informac&o utilizada para confirmagé&o.
Esta segunda fonte de informacao quando se utiliza técnicas de espectrometria de massa
tandem geralmente é uma segunda transicdo caracteristica para 0 composto, no entanto
pode-se utilizar outras técnicas cromatograficas distintas para a identificacdo do
composto. Quando se utiliza um detetor seletivo, como o ECD, que ndo fornece mais
informacdo qualitativa do que o tempo de retencdo, é necessario recorrer a outra técnica
cromatografica distinta ou a uma coluna cromatografica com polaridade diferente, de

forma a obter informag&o que permita a identificacdo do composto.
6.3 Quantificacao

Sempre que se desenvolve um método quantitativo € necessario uma forma de
transformar o sinal de resposta do equipamento em uma quantidade quimica, para o que
normalmente se recorre ao tragado de curvas de calibragéo, e a averiguacao dos limiares

analiticos e da sensibilidade.
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6.3.1 Curva de calibracgao

Geralmente para a calibracdo do equipamento procede-se a analise de uma série
de padrdes de concentracdo rigorosamente conhecida. Isto deve ser sempre realizado
antes da analise de amostras, e sendo analisados padrfes de controlo independentes para
garantir que a curva de calibracdo continua valida. A curva de calibracdo pode ser
considerada valida por mais tempo se se criar um historico de analises com padrdes de
controlo analisados em dias sucessivos, que cumpra os critérios de aceitagdo definidos

internamente.

Para o tracado de uma curva de calibracdo é necessario um minimo de 5 pontos
de calibracdo, sendo o aconselhavel 10, devendo estes estarem distribuidos em intervalos

iguais ao longo da gama de trabalho.

Para o tratamento matematico dos resultados obtidos recorre-se a regressoes
lineares utilizando o método dos minimos quadrados (ISO 8466-1). A resposta do
equipamento é representada no eixo dos yy, assumindo-se que o erro associado a

concentracdo é desprezavel quando comparado com o erro do equipamento.

A avaliacdo da linearidade da curva de calibragdo obtida com estes pontos
experimentais pode ser feita através do calculo do coeficiente de correlacdo r, e do
afastamento dos pontos experimentais em relacdo a curva ajustada (teste da analise de

residuos).

O coeficiente de correlacdo, de ser o mais proximo de 1, tendo-se normalmente
um criterio de aceitacdo para a curva de calibracdo em que o valor minimo aceite para o

coeficiente de correlacdo linear é de 0,995.

Os residuos tém como intervalo de aceitacdo +15 % para 0s padrdes ao longo da
curva de calibracdo, sendo aceite uma variabilidade de +20 % para o primeiro padrdo da

gama de trabalho.

Quando se utiliza 0 método dos minimos quadrados para o processamento da
regressdo linear é necessario que exista uma distribuicdo normal e homogeneidade de

variancias ao longo da gama de concentracéo.

Outras formas complementares de avaliar a linearidade ¢ o teste de Mandel, para

0 qual se aceita uma curva como sendo linear, se o Valor Teste (VT) for menor que o
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valor tabelado da distribuicdo de F de Fisher/Snedecor para o numero de graus de
liberdade envolvidos e para um grau de confianca de 95 %. Outro método que e pode
aplicar para o estudo da linearidade € o método das areas normalizadas para o qual
normalmente se aceitam desvios de £15 %. O teste de Rikilt também pode ser usado para

confirmacéo da linearidade, para o qual normalmente se aceitam desvios de £10 %.

6.3.1.1 Gama de trabalho
E a gama de concentracdes que se pretende validar para o método de quantificacdo

e estd delimitada pelo padrdo de concentracdo inferior e superior da curva de calibracao.

6.3.1.2 Gama de linearidade

E a gama de concentracbes para a qual se consegue cumprir os requisitos de
linearidade minimos, sendo estes validados pelo coeficiente de correlacdo, existéncia de
distribuicdo normal de residuos e o teste de Mandel referidos em 6.3.1.

6.3.2 Limiares analiticos
Os limiares analiticos sdo de elevada importancia em analise vestigial, pois estes
dao informacéo de qual € a quantidade minima de um analito que é possivel identificar

(LOD) e quantificar (LOQ) com um elevado grau de confianca.

Para averiguar estes limiares analiticos pode-se recorrer a razao sinal/ruido, a
analise de brancos ou do padrdo correspondente ao limite inferior da gama de trabalho
em condicdes de repetibilidade ou de precisdo intermédia, ou desvio padrdo residual da

curva de calibragéo.

6.3.2.1 Limite de Detecdo (LOD)
E a quantidade mais pequena de analito que se consegue distinguir do branco de
matriz com um elevado grau de confianca, mesmo ndo sendo possivel quantificar com

um elevado grau de confianca. Podendo ser averiguada das seguintes formas:

e Razdo sinal/ruido do padrdo de menor concentracéo:

LOD =3 % Sinal/Ruido Equacdo 6.2
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e Andlises repetidas de um padrdo correspondente ao limite inferior da gama de
trabalho ou através da analise de brancos em condicdes de repetibilidade ou

precisdo intermedia:
LOD =3 X S, Equacéo 6.3
Sendo Sy o desvio padrdo das concentragdes obtidas.

e Desvio padrdo residual da curva de calibragéo linear Syx

3,3 XSy/x
b

LOD = Equacéo 6.4

Sendo b o declive da curva de calibragéo.

6.3.2.2 Limite de Quantificagdo (LOQ)

O limite de quantificacéo é o valor ao qual se consegue quantificar um analito com
um elevado grau de confianca. Na prética isto corresponde a concentracdo do padréo de
menor concentracdo da curva de calibracdo, devendo este ser averiguado para garantir a

sua qualidade. O limite de quantificacdo pode ser determinado por:

e Razdo sinal/ruido do padrdo correspondente ao limite inferior da curva de
calibracdo:

LOQ =10 x Sinal/Ruido Equacio 6.5

e Analises repetidas de um padrdo correspondente ao limite inferior da gama de
trabalho ou através da analise de brancos em condicGes de repetibilidade ou

precisdo intermédia:
LOQ =10 xS, Equacdo 6.6
Sendo Sy 0 desvio padrdo das concentragoes.

e Desvio padréo residual da curva de calibracdo linear Sy

10 XSy/x

L0Q = —

Equacédo 6.7

Sendo b o declive da curva de calibracao.
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Este valor de LOQ tem de ser necessariamente igual ou inferior a concentragéo do
padrdo correspondente ao limite inferior da gama de trabalho, pois ndo é possivel
quantificar com elevado grau de confianca abaixo deste valor, devendo a gama de

trabalho ser redefinida caso isto ndo se verifique.
6.4 Sensibilidade

A sensibilidade pode ser definida como o aumento de sinal de resposta do
equipamento para um certo aumento da concentracdo do analito. Podendo ser definida
pela Equacdo 6.8. Este parametro avalia a capacidade do equipamento distinguir
pequenas variagdes na concentracdo do analito, sendo idealmente um valor constante para
uma curva de calibracao linear, e igual ao declive da mesma.

Sensib.= % Equacdo 6.8

Onde 4L é a variacdo do sinal de resposta (area) e AC € a varia¢do da concentracdo que

originou a variacdo do sinal de resposta.

Este parametro é especialmente importante quando se pretende comparar a
resposta de diferentes analitos analisados da mesma forma ou comparar métodos de

analise para 0 mesmo analito.
6.5 Precisao

A precisdo é o termo geral que pretende avaliar a dispersdo de resultados obtidos
de andlises independentes e repetidas para uma mesma amostra, amostras semelhantes ou
padrdes sob as mesmas condicOes analiticas. Sdo preferiveis resultados obtidos a partir

de matrizes em vez de padrdes.

Para a averiguagdo da precisdo do método existem duas medidas extremas
possiveis, a Repetibilidade e a Reprodutibilidade, existindo uma medida intermédia, a

qual se da o nome de Precisdo intermédia.
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6.5.1 Repetibilidade

A repetibilidade mede a variabilidade dos resultados obtidos para uma matriz
fortificada ou para solucBes padrdo, quando este € analisado sucessivamente em
condi¢Ges o0 mais idénticas possivel, isto é, mesmo laboratério, equipamento, analista,

concentracdo, e num curto espaco de tempo.

Para avaliar a repetibilidade é necessario um nimero de andlises igual ou superior
a 10. Devido a repetibilidade variar com a concentracdo é necessario avaliar esta para
varias concentracdes, sendo também removidos os valores aberrantes (ISO 5725-2). A
repetibilidade pode ser depois avaliada através do célculo do coeficiente de variagdo para

cada concentracdo em cada matriz.

Considera-se que existe repetibilidade aceitavel, se o valor para o coeficiente de
variacdo for inferior a 15 %. Sendo que para técnicas que recorram ao método de MRM,
esta deve ser executada com os resultados da transicdo de quantificacdo. Pode ainda ser
avaliada a variabilidade dos resultados obtidos com a transi¢édo de qualificagdo e com a

razdo de confirmagéo.

6.5.2 Reprodutibilidade

Esta é a medida da precisdo que visa avaliar a precisdo do método quando
executado em condicdes diferentes, podendo ser obtida por variacdes das condicdes
(operador ou equipamento) dentro do préprio laboratério ou através de ensaios
interlaboratoriais. Nestes ensaios uma entidade organizadora envia para os laboratdrios
participantes uma amostra, sendo que cada laboratério analisa e posteriormente reporta o

resultado da analise para esta.

Sendo a reprodutibilidade calculada com a variancia dos resultados considerados

do ensaio interlaboratorial.
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6.5.3 Precisdo intermédia

A precisdo intermédia mede a variabilidade de resultados quando se aplica o
mesmo método a amostras iguais ou semelhantes ou solugdes padrdo, no mesmo
laboratorio mas definindo exatamente as condicGes a alterar, sejam estas o equipamento,

o0 analista, a época ou a existéncia/inexisténcia de calibracao.

Este método, por ser 0 que mais se aproxima do modo de funcionamento normal

de um laboratério é o mais recomendado.

6.5.4 Robustez
A robustez de um método mede a capacidade de este ndo ser influenciado por
pequenas alteracGes que possam acontecer durante a execucdo do seu método

experimental.

Para a avaliacdo da robustez de um método pode recorre-se ao teste de YOUDEN
que visa quantificar o efeito de possiveis variaveis, ou proceder a ensaios de precisao
intermédia em varios dias, variando algumas das condicdes de operacao do laboratorio
verificando-se no final se as variaveis provocam um impacto significativo nos resultados,

sendo que este ndo da informacao relativa a influéncia de cada variavel individualmente.
6.6 Exatidao

A exatiddo é a medida que visa avaliar a concordancia dos valores produzidos por
um método quando comparados com um valor de referéncia aceite convencionalmente

como verdadeiro.
Alguns métodos para determinar a exatidao séo:

e Materiais de referéncia certificados;
e Ensaios Interlaboratoriais;
e Testes Comparativos;

e Ensaios de recuperagao.

Uma forma geral e simples de avaliar a exatiddo do metodo analitico € pelo célculo
do erro relativo dos ensaios realizados. Este calculo pode ser executado de acordo com a

equacéo seguinte:

Erro relativo (%) = %;XU x 100 Equacdo 6.9
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Onde Xlab é a recuperacdo média das injecdes executadas, sob a forma de
concentragdo e Xv é a concentracao considerada como verdadeira. Este valor de referéncia
pode ser obtido pelo certificado do material de referéncia; pode ser divulgada pela
entidade organizadora no final de um ensaio interlaboratorial; pode ser a recuperacédo

obtida pelo método de referéncia; ou a recuperacdo alvo de um ensaio de recuperacéo.

6.6.1 Ensaios interlaboratoriais
Em ensaios interlaboratoriais uma entidade organizadora distribui uma amostra
pelos vérios laboratdrios participantes, que a analisam como se fosse uma amostra real e

reportam o resultado que obtiveram.

A entidade organizadora possui o valor de referéncia para as amostras distribuidas
e com base neste valor, e no valor obtido pelos laboratérios calcula o fator de desempenho
Z-score, sendo este uma escala de concordancia entre o resultado obtido pelo laboratério

e o resultado assumido como verdadeiro pela entidade organizadora.

6.6.2 Ensaios de recuperacao

A utilizacdo de ensaios de recuperacdo € normalmente o método mais utilizado
para avaliar a exatiddo de um método interno do laboratorio, devido a muitas vezes ndo
existirem padrdes de referéncia certificados e ndo existirem ensaios interlaboratoriais que

contenham os compostos a validar.

Nestes ensaios adiciona-se uma quantidade conhecida do analito (fortificacdo) a
amostra da matriz para a qual se pretende validar o método, submetendo esta e a amostra

sem ser fortificada a todo o processo analitico que se pretende validar.

O resultado do ensaio de recuperacdo € a razdo entre a concentracdo obtida pela
quantificacdo analitica e a quantidade tedrica do analito na amostra, sendo subtraido o
valor da concentracdo obtida para a amostra ndo fortificada a concentracéo obtida para a

amostra fortificada.

Devido a recuperacao poder variar com a concentracdo de analito, € recomendado
que se proceda a este ensaio para pelo menos uma concentracdo proxima de ambos 0s
extremos da gama de trabalho, e para um valor intermédio, sendo necessario um minimo

de 6 ensaios para cada concentracao.
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A forma de avaliacdo deste parametro € pelo célculo do coeficiente de variagédo
do ensaio de recuperagéo, podendo este ser calculado para cada matriz individualmente
ou para o método global, recorrendo as diversas matrizes estudadas.

6.7 Incerteza global do método [281129]

A incerteza global do método é a medida resultante da combinacdo de todas as

fontes de incerteza a que 0 método esta sujeito, sendo estes erros aleatdrios e sistematicos.

Erros sistematicos sdo geralmente erros associados aos equipamentos ou
operador, sendo erros que permanecem com boa repetibilidade entre ensaios diferentes,
sendo traduzidos como um desvio de tendéncia fixa, quando comparado com o valor tido
como verdadeiro para a amostra analisada (amostra certificada). Na existéncia destes

erros geralmente é possivel identificar a causa e corrigi-la.

Erros aleatérios sdo erros que ndo apresentam nenhuma tendéncia fixa, nem
repetibilidade e de uma forma geral ndo é possivel identificar a sua causa. Devido a ndo
se conseguir identificar a causa, quando este tipo de erros possui uma influéncia muito
grande no método analitico, este deve ser modificado de forma a reduzir a contribuicdo

destes erros aleatorios para um valor aceitavel.

A quantificacdo da incerteza global do método pode ser feita pelo calculo da
incerteza de cada passo do método e sendo calculada a incerteza global pela combinacéo
das incertezas dos varios passos do método ou pelo calculo direto com base nos dados de

controlo de qualidade e ensaios de recuperacdo ou de ensaios interlaboratoriais.

A incerteza global de um método é geralmente apresentada como uma incerteza
expandida, ou seja, a incerteza combinada multiplicada por um fator de confianga. Este
fator de confianca geralmente é de 2, o que confere um grau de confianga de 95 %, ou 3,

para um grau de confianca de 99,7 %.
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7 Técnica de preparacao de amostras

Ao efetuar uma andlise vestigial é necessario preparar a amostra de forma a esta
ser compativel com a técnica analitica que se pretende utilizar, ou para permitir atingir o
limite de quantificacdo exigido pela legislacdo. Assim a técnica de preparacdo de

amostras € normalmente um processo de extracao e concentracdo do analito pretendido.

No entanto por vezes estas técnicas de extracdo causam problemas de efeito de
matriz durante a separacdo cromatografica ou detecdo, levando a necessidade de recorrer
a métodos alternativos como a preparacao de curvas de calibracdo em matriz utilizando o

extrato do método de extracao.

Para além das técnicas de extracdo € possivel recorrer a métodos de injecéo direta,
devido ao avanco dos equipamentos analiticos que permitem chegar a limites de

quantificacdo muito baixos para alguns analitos.
7.1 Método de injecao direta

O método de injecdo direta consiste na introducdo direta da amostra no
equipamento, sem que exista um processo prévio de extracdo. Isto limita a sua aplicacéo

a sistemas LC, pois ndo se pode analisar amostras de agua diretamente por GC.

O Unico tratamento a que se deve submeter a amostra é a filtracdo, para que nao
haja obstrucdo da coluna cromatografica. Também neste método pode ser necessario
recorrer a diluicdo da amostra por esta ser muito concentrada ou para minimizar o efeito

de matriz.
7.2 Técnicas de extragdo e concentracao de amostras

Existem varias técnicas de extracdo para a preparacdo de amostras em analise
cromatografica, sendo as mais usuais a extracdo liquido-liquido (LLE) e a extragdo em
fase solida (SPE). Estas técnicas sdo utilizadas quer para substituir o solvente por um
solvente mais apropriado para a técnica cromatogréafica que se pretende utilizar, quer para
concentrar aamostra, de forma a conseguir atingir os limites de quantificacdo compativeis

com os baixos niveis de concentra¢do dos poluentes nas amostras a analisar.
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7.2.1 Extracao Liquido-Liquido (LLE) [19]
A extracdo liquido-liquido é uma técnica que se baseia no equilibrio dindmico de
um analito entre duas fases de liquidos imisciveis, levando a serem transferidos de uma

fase para a outra, devido a sua diferente solubilidade nas duas fases liquidas.

2
A razéo entre a atividade do soluto presente em cada fase (%) no equilibrio, é
S

denominada de coeficiente de particdo, K. A atividade do soluto s na fase i é dado por:
al = [s]; x y¢ Equagdo 7.1

Onde [s]; € a concentracdo do soluto na fase i e y! € o coeficiente de atividade
nessa fase. Para solu¢bes muito diluidas e meios com forga idnica baixo, pode-se
considerar que o coeficiente de atividade do soluto se aproxima da unidade, pelo que o

coeficiente de parti¢cdo pode ser expresso do seguinte modo:

_ sl x
k = ol Equacdo 7.2

N

[

Com base neste e no volume de ambas as fases é possivel calcular a eficiéncia da
extracdo pela Equacdo 7.3, onde g é a fracdo de analito presente na fase 1 apds a extracao,

V1 é 0 volume da fase 1 e V2 é o volume da fase 2.

qg=—2 Equacéo 7.3

TV +kV,

Esta equacdo 7.3 mostra que quanto maior for o coeficiente de particdo menor € a
fracdo de soluto que permanece na fase 1 (aquosa). Se se executar varias extracdes
sucessivas do analito com solvente fresco, a eficiéncia da extracdo é dada por g™, sendo
n o nimero de extracBes sucessivas. Isto mostra que é possivel aumentar a eficiéncia do
processo de extracdo recorrendo-se a varias extragdes utilizando um volume pequeno de
solvente em cada passo, em vez de uma extracdo Unica com o mesmo volume de solvente.

No entanto, como € natural, isto implica um maior tempo de preparagao da amostra.

Devido ao coeficiente de atividade variar com o pH para espécies ionizaveis, na
extracdo liquido-liquido pode-se variar o pH das fases de forma a deslocar o ponto de
equilibrio da concentracdo do analito a extrair, e desta forma aumentar a eficiéncia do
método de LLE.
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Uma vez que este método apenas se baseia no equilibrio dos solutos em duas fases,
e este ser regido pelo coeficiente de atividade de cada soluto, faz com que este método
n&o seja muito seletivo, uma vez que todos os interferentes com o coeficiente de particao

superior a 1 sdo extraidos da fase aquosa para a fase organica.

Para poder ser utilizado nesta técnica um solvente tem de possuir as seguintes

caracteristicas:

e Possuir elevada seletividade e especificidade;

e Ser pouco miscivel com a amostra a analisar e possuir uma diferenca significativa
de densidade relativamente a ela;

e NA&o pode reagir quimicamente com o analito nem amostra;

e Deve ser compativel com a técnica cromatogréafica que se pretende utilizar;

e Deve possuir um ponto de ebulicdo mais baixo que o do analito, no caso de ser
necessario proceder a um passo adicional de concentracdo do extrato por

evaporagao de solvente, ou uma troca de solvente por evaporagao.

7.2.1.1 Funcionamento
O procedimento consiste em colocar o solvente para extragdo juntamente com a
amostra huma ampola de decantacdo, agitar a mistura, deixar repousar e remover a fase

inferior.

A necessidade de agitacdo neste método deve-se a que a transferéncia de massa
dos solutos entre as fases se da na superficie de contacto entre as fases, sendo que um
processo de agitacdo origina 0 aumento da interface entre os dois liquidos, promovendo

uma transferéncia de massa entre os liquidos mais rapida.

A necessidade dos liquidos serem muito pouco misciveis deve-se a necessidade
de obter uma separacdo de fases completa num curto espaco de tempo, sendo que esta

separacgdo de fases muitas vezes ndo € completa devido a formacéo de emulsdes.

A Figura 7.1 ilustra a forma da distribuicdo do analito antes da extragéo e depois

de 1 e 2 extragGes com solvente fresco em cada extragéo.
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Primeira Extracdo  Segunda Extracdo

Legenda:
Fase 1 -
Fase 2 - |
Analito - @

Figura 7.1: llustracdo de duas extra¢des liquido-liquido executadas sobre a mesma amostra sucessivamente.

7.2.2 Extracdo em Fase Solida (SPE) [301[31]

7.2.2.1 Principios gerais

Na técnica de extracdo em fase sélida, aplicam-se 0s mesmos principios que
caracterizam a extracgdo liquido-liquido, com a diferenca de que em SPE uma das fases é
uma fase estacionaria sélida, que se encontra no interior do um cartucho de SPE.

Nesta técnica a amostra é passada pelo cartucho de SPE, sendo o analito retido
pelo material poroso que constitui a fase estacionaria, e posteriormente eluido com um
solvente apropriado.

_~— Entrada
(e —

Reservatorio

Seringa (Polipropileno
ou vidro)

Frit
Fase
Estacionaria

Frit

1 F Ponta de Luer

“S———— Saida

Figura 7.2: Esquema de um cartucho de extracéo em fase sdlida [,

7.2.2.2 Cartuchos de SPE e o seu enchimento

O responsavel pela grande eficiéncia e especificidade desta técnica é o tipo de
enchimento utilizado nos cartuchos de SPE. Este enchimento pode ser de varias origens,
podendo ser de silica, silica modificada ou polimérica, enquanto os cartuchos séo
geralmente um material com boa resisténcia aos solventes organicos utilizados, como

polipropileno ou vidro.
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O enchimento dos cartuchos de SPE é normalmente constituido por particulas de
10, 40 ou 100 pm e dimens&o de poro de 60, 120 ou 300 A. Devido as particulas serem
de grande dimensdo é possivel aplicar fluxos rapidos mantendo uma pressao com pouca
variacdo. Por outro lado, a elevada dimenséo das particulas faz com que a eficiéncia de
separacdo dos cartuchos de SPE seja baixa, no entanto isto ndo é muito relevante devido

ao tipo de separacéo pretendida para um cartucho de SPE.

Os enchimentos a base de silica sdo muito utilizados devido a estes serem
materiais de baixo custo, de facil prepara¢do, com uma elevada repetibilidade para o tipo
de silica produzida, e por praticamente ndo serem afetados pelos varios solventes

organicos utilizados ou pelas amostras.

A silica ndo modificada é muito polar devido aos grupos silanol, no entanto é
possivel modificar os grupos silanol de forma a obter silicas com polaridades diferentes
possibilitando a retencdo de outros compostos que normalmente ndo seriam retidos. Um
exemplo destas silicas modificadas é o caso da silica substituida com cadeias C18 de
forma a criar uma fase estacionaria mais apolar, sendo que estas ainda possuem grupos
silanol residuais. Estes por sua vez podem ser submetidas a uma reacdo de metilacéo para
eliminar estes grupos silanol residuais, sendo estas silicas sem grupos silanol livres

geralmente denominadas por “endcap” ou pela sigla EC.

A)
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'°;,5'\/\/\¢ R N N e N

C18 (Polimérico)
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CH,
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1
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p NP N c N B)
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Figura 7.3: A) Exemplo de possiveis grupos substituintes da silica, B) silica substituida com octadecil (C18) [,

52



Para além destas silicas existem polimeros com estrutura cruzada de poliestireno
divinilbenzeno (PSDVB). Este polimero constituido por ligagdes cruzadas, possui uma
area superficial e tamanho de poro razoaveis, e sdo mais estavel a pH mais bésico que o0s

materiais de silica.

7.2.2.3 Efeito de matriz e Breakthrough
A semelhanca da cromatografia liquida, esta técnica também é afetada pela matriz

da amostra, sendo no entanto o efeito diferente.

Devido aos cartuchos de SPE reterem todas as substancias que tém afinidade para
a sua fase estacionaria, isto significa que outras substancias para além dos analitos podem
ficar retidas no cartucho, o que influencia a sua eficiéncia na retencéo dos analitos. Para
além disto, estes interferentes podem ser eluidos juntamente com os analitos de interesse,
podendo causar interferéncias no método cromatografico quando se utilizam detetores

universais ou pouco seletivos.

O efeito de breakthrough é definido como a quantidade méaxima de analito e
interferentes que o cartucho consegue reter, sendo que se se ultrapassar este limite o

analito ndo serda retido pela fase estacionéria do cartucho.

Este efeito é geralmente avaliado em termos de volume, sendo chamado de
volume de breakthrough ao volume minimo que origina este efeito, e sendo por isso o
volume limite do cartucho de SPE. Este volume situa-se normalmente estar entre 1 — 1,8
I, sendo possivel utilizar volumes superiores, 0 que no entanto depende muito da

quantidade de interferentes presentes na amostra.

7.2.2.4 Etapas do processo de SPE
O processo de SPE consiste essencialmente em 4 etapas: a ativagdo ou
condicionamento do cartucho de SPE, a passagem da amostra, a lavagem do cartucho de

SPE e por ultimo a eluigdo do extrato.
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Ativagdo do Passagem da Lavagem do Eluigdo
Cartucho Amostra Cartucho

— Solvente de
Solvente A @°a Solvente B eluicio

T T T N

®ob
>

r;'[/ >eop

Tﬁ rar TF

Solvente A ... P AA A

Legenda: Matriz - @ Interferente - @ Analito - A
Figura 7.4: Esquema de uma extracdo em fase solida.

1 — Condicionamento ou ativacao

O condicionamento ou ativacdo do cartucho de SPE consiste em passar um pequeno
volume de solvente para remover ar que possa estar dentro do cartucho e ativar os centros
ativos da fase estacionaria, seguindo-se de um passo de estabilizacdo onde se passa um
solvente com composicao semelhante a da amostra. Normalmente utiliza-se metanol para

o condicionamento de cartuchos de fase reversa.
2 — Passagem da amostra

A passagem da amostra é constituida por duas etapas, a primeira é o pré-tratamento
da amostra caso este exista, sendo o segundo a passagem da amostra pelo cartucho de
SPE.

3 — Lavagem do cartucho de SPE

A lavagem do cartucho de SPE serve para remover impurezas presentes na amostra
que ficaram retidas, mas que possuem menor afinidade para a fase estacionaria que o
analito, ou para remover restos de matriz ou analito que ndo tenham ficado retidos no
cartucho de SPE.

Para este passo geralmente recorre-se a um pequeno volume de um solvente ou
mistura de solventes com polaridade intermédia entre a amostra e o solvente de eluicéo,
sendo normal recorrer a uma mistura aquosa de metanol ou acetonitrilo quando se utiliza

cartuchos de fase reversa.
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Dependendo do solvente de eluicdo ou da técnica que se pretende utilizar para
analisar o extrato pode ser necessario um passo de secagem, caso se utilize dgua ultrapura

para a lavagem.
4 — Eluicéo dos analitos

Este passo consiste em eluir os analitos de forma a obter o extrato de SPE. Para a
eluicdo deve utilizar-se um solvente adequado a técnica cromatografica com que se
pretende analisar o extrato, sendo gque o solvente deve possuir uma grande forca de eluicéo
para os analitos pretendidos. Isto €, no caso de se utilizar um cartucho de fase reversa
deve-se utilizar um solvente muito polar. Uma vez que solventes puros nem sempre
possuem forca de eluicdo suficiente para a eluicdo dos analitos, muitas vezes recorre-se a

misturas de solventes para este fim.

7.2.3 Concentracao e troca de solvente

Em ambas as técnicas de extracdo muitas vezes o estrato ndo fica suficientemente
concentrado para atingir os limites de quantificacdo pretendidos. Assim € necessario
recorrer a um passo de concentracdo do extrato por evaporacao de solvente, geralmente
atingindo-se um volume final de 0,5 — 1 ml. Também neste passo é possivel executar uma

troca de solvente, substituindo-o por um menos volatil.
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7.3 Vantagens e desvantagens das varias técnicas de preparaciao de

amostras

A técnica de injecdo direta tem as grandes vantagens de ndo necessitar de solventes
organicos, e ser muito simples de executar, no entanto a sua utilizacdo depende muito do
limite de quantificacdo possivel de atingir para o composto, e do limite imposto pela

legislacdo, o que limita a sua utilizacéo.

Ambas as técnicas de LLE e SPE possuem desvantagens e vantagens entre elas e em

relacdo a outras opcoes.
As desvantagens da técnica de LLE em relacdo a técnica de SPE séo:

e O uso de elevados volumes de solventes organicos;

e Mais trabalhosa e maior tempo de exposicéo aos solventes organicos;
e Menos seletiva;

e Limitada selecdo de solventes;

¢ Na&o pode ser completamente automatizada.

As vantagens da técnica de LLE sdo a possibilidade de extrair varios compostos
muito diferentes ao mesmo tempo, e estar limitada ao volume das ampolas de decantacdo,
0 que permite extrair amostras de um volume superior ao que pode ser usado em SPE,
pois os cartuchos de SPE geralmente comecam a perder reprodutibilidade quando se

utiliza volumes superiores a 1 — 1,8 |, para além dos possiveis efeitos de breakthrough.
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8 Método experimental

8.1 Equipamento
UPLC-MS/MS:

e Cromatografo liquido de ultra eficiéncia: Waters Acquity Ultra Performance
LC™ equipado com:
o Amostrador automético: Acquity ACQ-SM;
o Misturador de solvente binario: Acquity ACQ-BSM,;
o Controlador de condi¢6es de coluna: Acquity ACQ-CM.
e Espectrometro de massas (MS/MS): Waters TQ Detector:
o Sonda de lonizagdo em electrospray (API);
o Analisador de Triplo Quadrupolo com célula de colisdo T-Wave™;
o Fotomultiplicador.
e Gerador de Azoto, Domnick Hunter;
e Compressor de ar, Worthington Creyssensac;
e Software MassLynx V4.1 SCN 714, © 2009 Waters Inc para controlo de sistema
e aquisicéo de dados;
e Coluna cromatografica: Waters Acquity UPLC® BEH C18, dimensbes: 2,1 x 50

mm, dimensao de particula: 1,7 um.
GC-ECD:

e Cromatografo gasoso HP 6890A Series, equipado com:
o Injetor automatico: Agilent 7683 Series;
o Detetor de Captura Eletrénica (ECD);
o Detetor de Captura microeletronica (LECD).
e Software Empower 2, © 2005 Waters Corporation.
e Colunas cromatograficas:
o Agilent Technologies HP-5MS, comprimento 30 m, didmetro interno 0,32
mm, espessura da fase estacionaria 0,25 pm;
o Phenomenex Zebron ZB-MultiResidue-2, comprimento 30 m, diametro

interno 0,32 mm, espessura da fase estacionaria 0,25 pm.
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Sistema de extracao e concentracdo de amostras:

e Equipamento automatizado de extracdo em fase solida Caliper LifeScience
AutoTracer SPE Workstation, com software Autotracer SPE Workstation Cartrige
model, © 2005 Caliper LifeScience, Inc.;

e Agitador automatico de ampolas de extracdo Agitelec;

¢ Sistema de evaporacao sob fluxo de azoto Zymark TurboVap ® Il Concentration
Workstation;

e Turbos de evaporagdo Zymark de 200 ml, graduados para 0,5e 1 ml.
Balancas analiticas:

e Mettler Toledo XS204;
e Mettler Toledo NewClassic MF, modelo MS3002S /01.

Sistema de agua Ultrapura Milli-Q, Millipore;

Micropipeta automatica Analytical Science Evol® com seringa de vidro;
Vortex IKA® MS3 Digital;

Mufla Nabertherm.

8.1.1 Materiais
Ampolas de extracdo de 2,5 I;

Frascos de vidro escuro de 2,5 I;
Baldes de vidrode 5 [;

Vials de vidro escuro de 1,5 ml com tampa com fenda de PTFE/silicone, Supelco (para
LC);

Vials de vidro escuro de 1,5 ml com etiqueta, VWR (para GC);

Tampas para vials PP Blue, de 9 mm em PTFE/Silicone, VWR (para GC);
Seringas de plastico sem agulha Terumo de 2 ml;

Seringa de vidro manual Agilent Technologies de 100 e 250 pl;

L& de vidro: Supelco Glass Wool-silane treated.
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Filtros:

e GHP Acrodisc 13 mm @, 0,45 pm;

e IC Acrodisc 13 mm @, 0,45 pum;

¢ Nylaflo Nylon Membrane Filter, 47 mm @, 0,20 pm;
e Regenerated Cellulose, 30 mm &, 0,45 pm;

e Whatman Glass Microfiber Filters, 47 mm @.

Cartuchos de SPE:

e Chomabond HR-P, 6 ml, 500 mg;
e Isolute C18 (EC), 6 ml, 1 g;
e Qasis HLB, 6 ml, 200 mg.

Material de laboratério de uso corrente.
8.2 Reagentes gerais
Gases:

e Argon (Ar) 6.0, 99,99990 %, Gasin Il —em garrafa, gas de colisio para o0 UPLC-
MS/MS;

e Argon-Metano (Ar/CHa) PR5, 95% argon, 5% metano, Gasin Il — gas auxiliar
para o detetor de ECD;

e Azoto (N2) — proveniente do gerador de azoto para 0 UPLC-MS/MS gas de
nebulizacdo, dessolvatacéo e cone;

e Azoto (N2) 5.2 Premier, pureza 99,9992 %, Gasin Il — em garrafa para o sistema
de extracdo e concentracdo de amostras (SPE e Turbovap);

e Helio (He) 5.5 BIP, 99,9995, Gasin Il — gés de arraste para 0 GC-ECD.
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Liquidos:

Acetona (CH3COCH3) para cromatografia gasosa ECD e FID SupraSolv®,
Merck;

Acido férmico (CH202) 98-100% adequado para utilizagdo como excipiente
EMPROVE® exp DAC, Merck;

Agua Ultrapura;

Diclorometano (CH2Cl;) Chromasolv® para HPLC, 99,8 %, contém amileno
como estabilizador, Sigma-Aldrich;

n-Hexano (CH3(CH2)4CHs3) para analise de tragos organicos UniSolv®, Merck;
Metanol (CH3OH) hypergrade para a cromatografia liquida LC-MS LiChrosolv®,
Merck.

Sélidos:

8.3

Acetato de amonio (CH:COONHa) para andlise EMSURE® ACS, Reag. Ph Eur,
Merck;

Cobre (Cu) p6 fino, granulometria: <63 pum (> 230 mesh ASTM) EMSURE®,
Merck;

Florisil® (0,150 — 0,250 mm) para analise de residuos, Merck, seco em mufla 140
°C por 16 horas;

Sulfato de sddio anidro (Na2SO.) para andlise EMSURE® ACS, ISO, Reag. Ph
Eur, Merck, seco em mufla a 400 °C por 4 horas;

Tiossulfato de sodio pentahidratado (Na203S2-5H,0) para anélise EMSURE®
ACS, ISO, Reag. Ph Eur, Merck.

Padroes comerciais de Pesticidas

Aclonifena (C12HoCIN203), 99,0 %, Dr. Ehrenstorfer;
Azoxistrobina, (C22H17N30s), 99,5 %, Dr. Ehrenstorfer;
Bifenox, (C14HyeCIl2NOs), 98,0 %, Dr. Ehrenstorfer;
alfa-Cipermetrina, (C22H19CI2NO3), 97,5 %, Dr. Ehrenstorfer;
beta-Cipermetrina, (C22H19CI2NO3), 99,0 %, Dr. Ehrenstorfer;
teta-Cipermetrina, (C22H19CI2NO3), 95,5 %, Dr. Ehrenstorfer;
zeta-Cipermetrina, (C22H19CI2NO3), 96,0 %, Dr. Ehrenstorfer;
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e Deltametrina, (C22H19Br2NO3), 99,5 %, Dr. Ehrenstorfer;
e Diclorvos, (C4H7Cl204P), 98,0 %, Dr. Ehrenstorfer;

e Dicofol, (C14H9Cl50), 99,0 %, Dr. Ehrenstorfer;

e Etoprofos, (CsH1902PS2), 93,0 %, Dr. Ehrenstorfer;

e Iprodiona, (C13H13CI2N303), 98,0 %, Dr. Ehrenstorfer;

e Metomil, (CsH1oN202S), 98,5 %, Dr. Ehrenstorfer;

e Ometoato, (CsH12NO4PS), 98,0 %, Dr. Ehrenstorfer;

e Quinoxifena, (C1sHgCI2FNO), 99,0 %, Dr. Ehrenstorfer;
e Terbutrina, (C10H19NsS), 99,0 %, Dr. Ehrenstorfer;

e Tiodicarbe, (C10H18N404S3), 99,0 %, Dr. Ehrenstorfer.

8.4 Amostras
Matriz 4gua para consumo humano:

e Agua da torneira do laboratorio;
e Pontos da rede de distribuicdo da EPAL.

Matriz agua superficial:

e Barragem de Castelo de Bode;

e Captacdo Valada Tejo.
Matriz agua subterranea:

e Furos das Lezirias;
e Furosda OTA.
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8.5 Preparacao de solucoes

8.5.1 Solventes e fase movel para UPLC-MS/MS

Solucéo aquosa de acetato de amonio 5 mM

Para um baldo volumétrico de 500 ml, pesou-se com rigor aproximadamente 0,19

g de acetato de amonio e diluiu-se em 500 ml de agua ultrapura.
Solvente dgua:metanol (9:1), com 0,1 mM de acetato de amdnio

Para um baldo volumétrico de 1 I, a 880 ml de agua ultrapura, adicionou-se 20 ml

da solucdo aquosa de acetato de amoénio 5 mM e 100 ml de metanol.
Fase mdvel A: dgua ultrapura, com 0,1 mM acetato de amonio e 0,5 % acido formico

Para um baldo volumétrico de 1 I, a 980 ml de agua ultrapura filtrada por uma
membrana filtrante de nylon de 0,2 um de porosidade, adicionou-se 20 ml da solugéo
aquosa de acetato de amonio 5 mM e 5 ml de acido férmico.

Fase movel B e solvente de lavagem forte de seringa

Metanol puro filtrado com recurso a uma membrana filtrante de nylon de 0,2 um

de porosidade.
Lavagem fraca de seringa, selo e solvente: agua:metanol (7:3)

Para um baldo volumétrico de 1 I, filtrou-se com recurso a uma membrana filtrante
de nylon de 0,2 um de porosidade 700 ml de agua ultrapura e 300 ml de metanol, tendo-

se agitado bem.
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8.5.2 Solucodes padrao

8.5.2.1 Solucées padrdao primdrias

A preparacao das solucdes padréo primarias foi feita pesando rigorosamente numa
balanca analitica calibrada cerca de 20 mg do padrdo comercial diretamente para um baldo
volumeétrico de 50 ml. Estas soluces foram preparadas em metanol para uso em LC,
tendo sido posteriormente preparadas solucbes padrdo primarias para o0s pesticidas

analisados por GC em acetona.

A pesagem dos padrdes comerciais dos pesticidas liquidos foi feita recorrendo a
uma seringa de vidro para fazer a transferéncia do liquido. Para o pesticida zeta-
cipermetrina, devido a sua elevada viscosidade, a pesagem foi feita pesando em copo e
com espétula. A massa pesada deste pesticida foi dissolvida com um pouco de solvente e
transferida para um baldo volumétrico. Para os restantes pesticidas a pesagem foi feita
com recurso a uma espatula para transferir o pesticida diretamente para um baldo

volumétrico.

Devido ao padrdo comercial do pesticida teta-cipermetrina ser uma solucéo de 10

mg/l em ciclohexano, ndo se preparou uma solucdo padrdo primaria para este.

Todas as solucbGes padrdo primarias possuem 1 ano de validade, tendo sido

guardadas num frigorifico a aproximadamente 4 °C e ao abrigo da luz.

Na Tabela 8.1 apresenta-se a massa pesada de cada padrdo comercial de pesticida,
bem como a concentracdo das solugdes padrdo primarias corrigidas com a pureza dos

padrdes comerciais de pesticidas.
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Tabela 8.1: Massa pesada para a preparacdo das solucdes padrdo primério e a concentra¢ao das mesmas, corrigida

com a pureza do padréo comercial.

Pesticida

Para utilizar em UPLC

Para utilizar em GC

Solvente: metanol

Solvente: acetona

Massa N Massa x
pesada Concentracao pesada Concentracao
(mg) (mah (mg) (mh

Aclonifena 19,7 390 23,1 457
Azoxistrobina 19,9 396 - -
Bifenox 20,4 400 - -

alfa 21,6 421 21,0 410

Cipermetrina beta 20,0 396 19,4 384
tetal - - - -

zeta 20,7 397 20,7 397

Deltametrina 20,3 406 24,3 484

Dicofol 20,1 398 19,7 390
Diclorvos 19,9 390 - -
Etoprofos 18,5 344 - -

Iprodiona 19,7 386 20,0 392
Metomil 20,4 402 - -
Ometoato 18,6 365 - -

Quinoxifena 19,8 392 21,2 420
Terbutrina 22,7 449 - -
Tiodicarbe 19,6 388 - -

! Padrdo comercial apenas disponivel como solugio de 10 mg/I em ciclohexano.

8.5.2.2 Solugées padrdo para o método de UPLC-MS/MS

8.5.2.2.1 Soluc¢ao padrao conjunta

A solucdo padrdo conjunta deste grupo foi feita diluindo 0,5 ml de solugédo padréo

primaria de azoxistrobina, diclorvos, etoprofos, metomil, ometoato, terbutrina e

tiodicarbe num baldo volumétrico de 50 ml, perfazendo-o com metanol. Esta solucéo

padrdo conjunta foi acondicionada da mesma forma que as solug¢fes padrdo primarias,

tendo uma validade de 6 meses.
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8.5.2.2.2 Solugdo padrao intermédia I

A solucéo padréo intermédia | foi preparada colocando 0,5 ml da solucéo conjunta

(8.5.2.2.1) e 3,75 ml de solucdo padréo priméria de bifenox num bal&o volumétrico de 25

ml, perfazendo-o com metanol. Esta solucdo padrdo intermédia foi acondicionada da

mesma forma que as solu¢des padrdo primarias, tendo uma validade de 3 meses.

Tabela 8.2: Concentragdo dos pesticidas na solugé@o padréo intermédia I.

. Volume pipetado de solugéo Volume do Concentracéao
Pesticida ~ . x

padréo primaria (ml) balao (ml) (ng/l)
Azoxistrobina 0,50 79,2

Bifenox* 3,75 60,0 x 10°
Diclorvos 78,0
Etoprofos 68,8

25
Metomil 80,4
0,50

Ometoato 72,9
Terbutrina 89,9
Tiodicarbe 77,6

1 Solugéo padréo primario, apenas adicionada na solugio padrdo intermédia I.

8.5.2.2.3 Solugao padrao Intermédia II

A solugdo padrdo intermédia Il foi preparada colocando 0,5 ml da solucédo

intermédia | num baldo volumétrico de 50 ml perfazendo-o com o solvente agua:metanol

(9:1), com 0,1 mM de acetato de amoénio. Esta solucédo foi preparada diariamente.

8.5.2.2.4 Solugdes padrao de calibragao

Partindo da solucdo padrdo intermédia Il obtiveram-se diversas solucBes padrédo

de calibracdo necessarias ao tracado da curva de calibragdo, utilizando como solvente

agua:metanol (9:1), com 0,1 mM de acetato de aménio. Estas solu¢cdes foram preparadas

diariamente. Na Tabela 8.3 sdo apresentadas as gamas de trabalho validadas.
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Tabela 8.3: Concentragdo dos pesticidas nas varias solu¢des padrdo de calibracéo.

Concentracéo (ug/l)

L (V solucéo padrao intermédia Il (ml) / V balao (ml))
Pesticida

P1 P2 P3 P4 P5  P6 P7 pg? pg23
(0,5/25) (0,75/25) (1/25) (1,5/25) (2/25) (1/10) (1,2/10) (1,4/10) (1,66/10)

Azoxistrobina 0,016 0,024 0,032 0,048 0,063 0,079 0,095 0,11 0,13

Bifenox* 12 18 24 36 48 60 72 84 100

Diclorvos 0,016 0,023 0,031 0,047 0,062 0,0/8 0,094 0,11 0,13

Etoprofos 0,014 0,021 0,028 0,041 0,055 0,069 0,083 0,096 0,11

Metomil 0,016 0,024 0,032 0,048 0,064 0,080 0,096 0,11 0,13

Ometoato 0,015 0,022 0,029 0,044 0,058 0,0/3 0,087 0,10 0,12

Terbutrina 0,018 0,027 0,036 0,054 0,072 0,090 0,11 0,13 0,15

Tiodicarbe! 0,016 0,023 0,031 0,047 0,062 0,0/8 0,093 0,11 0,13

! Pesticidas presentes em praticamente todo o trabalho mas néo validados.
2Solugéo padréo de calibragdo que ndo faz parte de gama de linearidade do pesticida terbutrina.
3 Solugéo padréo de calibragio apenas para o pesticida bifenox.

8.5.2.2.5 Solugdes padrao de controlo
Estas solucBes padrdo foram preparadas de forma idéntica as solugcbes padréo de
calibracdo de forma independente e idéntica a preparacdo das solucGes padrdo de

calibracdo P2 e P7.

8.5.2.2.6 Fortificacao de amostras

Para este método a fortificacdo foi preparada colocando uma quantidade
apropriada de solucéo padrao intermédia Il num baldo volumétrico de volume apropriado
para obter a concentracdo dos analitos que se pretende simular na matriz em estudo,
perfazendo-se o volume do baldo volumétrico com a amostra representativa da matriz em

estudo.

A concentracdo da fortificacdo dependeu do método de preparacdo de amostra em
estudo e da concentracdo que se pretendia validar.

Esta amostra fortificada foi depois submetida ao processo de preparacdo de

amostra em estudo.
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8.5.2.3 Solucées padrao para o método de GC-ECD

8.5.2.3.1 Solugdo padrao conjunta

A solucdo padrédo conjunta deste grupo foi feita colocando um volume especifico
de solucdo padrédo primaria de cada um dos pesticidas, exceto teta-cipermetrina para baldo
volumétrico de 50 ml, perfazendo-o com acetona. Esta solu¢do padrdo conjunta foi
acondicionada da mesma forma que as solucGes padréo primérias, tendo uma validade de

6 meses.

Tabela 8.4: Concentracao dos pesticidas na solugéo padréo conjunta.

. N Volume ~
Pesticida Volume Plpetgd(? olle solucéo do baldo Concentracao
padrdo primaria (ml) (mg/l)
(ml)
Aclonifena 0,55 5,03
alfa 0,62 5,08
) _ beta 0,66 5,07
Cipermetrina
teta - -
zeta 0,62 50 4,93
Deltametrina 2,6 25,1
Dicofol 0,65 5,07
Iprodiona 2,56 20,1
Quinoxifena 0,60 5,04

8.5.2.3.2 Soluc¢ao padrao intermédia
A solucéo padréo intermédia foi feita colocando 1 ml da solucdo padrdo conjunta
e 0,5 ml do padrdo comercial de teta-cipermetrina num baldo volumétrico de 10 ml,

perfazendo-o com acetona.

Esta solucdo padrdo intermédia foi preparada a cada 48 horas, possuindo uma
validade de cerca de 48 horas devido a evaporacao de solvente, podendo este prazo ser
mais elevado se as solucdes forem congeladas. No entanto, o volume est& dimensionado
para utilizar o minimo possivel de padrdo comercial de teta-cipermetrina, sendo este o

volume apropriado a preparacao de uma curva de calibracdo.
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Tabela 8.5: Concentragéo dos pesticidas na solu¢éo padréo intermédia.

Volume

Pesticida Volume E)Ipet-'o’ld(l) Qe solucéo do baldo Concentracao
padréo primaria (ml) (ml) (mg/l)
Aclonifena 0,503
alfa 1,0 0,508
) ] beta 0,507
Cipermetrina
tetal 0,5 0,500
zeta 10 0,493
Deltametrina 2,51
Dicofol 1,0 0,507
Iprodiona? 2,01
Quinoxifena?® 0,504

!teta-cipermetrina apenas adicionado na solugo intermédia.
2 Pesticidas presentes em praticamente todo o trabalho mas ndo validados.

8.5.2.3.3 Solugdes padrao de calibragao

Partindo da solucdo padrdo intermédia obtiveram-se diversas solucbes de
calibracdo necessérias ao tragado da curva de calibracdo. Na Tabela 8.6 apresentam-se as
gamas de trabalho validadas.

Estas solugdes de calibracdo foram preparadas a cada 48 horas, possuindo uma
validade de cerca de 48 horas devido a evaporacdo de solvente, podendo o prazo ser mais

elevado se as solugdes forem congeladas.

Tabela 8.6: Concentragdo dos pesticidas nas varias solucdes padréo de calibracao.

Concentracao (ug/l)
(V solucdo padrao intermédia (ml) / V baldo (ml))

Pesticida
pil  p2l  p3 P4 P5 P6 p7 P8 P9 P10 P11l
(0,5/50) (0,5/25) (0,5/20) (0,6/20) (0,8/20) (0,5/10) (0,6/10) (0,7/10) (0,8/10) (0,9/10) (0,5/5)
Aclonifena 5,0 10 13 15 20 25 30 35 40 45 50
C'petr(;?;t””a 20 40 50 60 80 100 120 141 161 181 201
Deltametrina 25 50 63 75 101 126 151 176 201 226 251
Dicofol 51 10 13 15 20 25 30 35 41 46 51

Iprodiona 20 40 50 60 80 100 120 140 161 181 201

Quinoxifena 5,0 10 13 15 20 25 30 35 40 45 50

! Solugtes padréo de calibragdo que ndo fazem parte da gama de linearidade dos pesticidas cipermetrina total e deltametrina.
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8.5.2.3.4 Solucao padrao de fortificacao

Com vista a executar a fortificacdo a uma concentracao real igual ou inferior a
0,03 ug/l para todos os pesticidas deste grupo preparou-se uma solugéo padrdo conjunta
independente partindo das mesmas solucGes padrdo primérias, medindo o volume
apropriado de cada uma destas para um baldo volumétrico de 50 ml e perfazendo-o com

acetona.

Tabela 8.7: Concentragdo dos pesticidas na solu¢édo padréo conjunta de fortificagéo.

Volume pipetado de Volume do  Concentragdo

Pesticida solucdo padrdo primaria balao (ml) (mg/N
(ml)

Aclonifena 0,55 5,03
alfa 0,65 5,32

] ] beta 0,70 5,38

Cipermetrina
tetal - 50 -

zeta 0,67 5,33

Deltametrina 2,2 21,3
Dicofol 0,65 5,07

!teta-cipermetrina apenas adicionado na solugo intermédia.

A solucdo padrdo intermédia de fortificacdo foi preparada colocando 1 ml da
solucdo padrdo conjunta e 0,53 ml do padrdo comercial de teta-cipermetrina num baléo

volumeétrico de 10 ml, perfazendo-o com acetona.

A solucdo padrao de fortificacdo foi preparada colocando 0,7 ml da solucédo
padrdo intermédia de fortificacdo num baldo volumétrico de 10 ml, a semelhanga da

preparacdo da solucdo padrao de calibracdo P8.

Tabela 8.8: Concentragéo dos pesticidas na solucdo padrao de fortificacdo.

Volume pipetado de ~
PIp Volume do Concentragéo

Pesticida solucéo Intermédia ~
I I I
Independente (ml) baldo (ml) (kg/l)
Aclonifena 35
Cipermetrina total 149
: 0,7 10
Deltametrina 149
Dicofol 35
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As solucbes padrdo conjunta de fortificagdo, intermédia de fortificacdo e de
fortificacdo possuindo a mesma validade que as solu¢Bes padrdo conjunta, intermédia e

de calibracédo da preparacgéo da curva de calibracéo.

8.5.2.3.5 Solugdo padrao de controlo
Estas solugdes foram preparadas de forma a corresponder a concentracdo das
solucdes padrao de calibragdo P3 e P10, sendo também analisada a solucdo padrdo de

fortificagdo como controlo independente do ensaio de recuperacao.

8.5.2.3.6 Fortificacdo de amostras
Para este metodo a fortificacdo das amostras foi feita colocando 1 ml da solugéo
padrdo de fortificagdo num baldo volumétrico de 5 | para a concentracdo mais baixa e 2

ml no mesmo volume para a concentracdo correspondente ao meio da gama de trabalho.

Tabela 8.9: Concentracao dos pesticidas na amostra fortificada.

Concentracéo fortificacédo (ug/l)
(V solucéo padréo (ml) / V baléo (1))

Pesticida .
Gama baixa Gama alta
(1/5) (2/5)
Aclonifena 0,0070 0,014
Cipermetrina total 0,030 0,060
Deltametrina 0,030 0,060
Dicofol 0,0070 0,014
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8.6 Condicdes Cromatograficas

8.6.1 UPLC-MS/MS

Nos itens que se seguem apresentam-se as varias condicdes de operacdo

associadas ao método de UPLC-MS/MS.

8.6.1.1 Condigdes de injecdo, amostrador e forno da coluna cromatogrdfica

Volume de injecéo: 20 pl

Sample Manager

Gerneral ]Data ] Events]

S ample Loop Option

£ Modify ACQUITY Sample Manager Instrument Method

Run Time: |2.00 mmif

brd
Laop Diffline: J

| .

Please Fead!

" Partial Loop |Disable j min

" Partial Loop ith Needle Overfil [ Load &head

* Full Laop )

Ovverfill Factor: 3.0

‘wash Solvents T emperature
Weak: Columi: Alarmn Band:

W ater - J 1800 pL 400 ~|'C W 10 ‘C
Strong: Sample:

" aber - 00 pL 100 «|'C W 20 C
Carmnment:

Advanced...
ak | Cancel |

X

Figura 8.1: Condigdes de injecdo, amostrador e temperatura da coluna cromatografica.

8.6.1.2 Condig¢oes da bomba

AQQU!IY Binary Solvent Manager

General l Data | Analog Oukl Eventsl

E3 Modify ACQUITY Binary Solvent Manager Instrument Method 8]

Run Time: |8.00 min

Solvents Pressure Limits _?_]
v | |*water v _J Low: |0 psi
Seal Wash:
[B2 =] [*Methanal ~| High: [15000  psi 50 min
Gradient:
Time Flowy ~
(min) (mLimin) Pobh ’ %B Curve
1 5.0
2 (020 0.300 95.0 5.0 1
3 [350 0.300 10.0 90.0 6
4 [7.00 0.300 10.0 90.0 1
5 |[7.20 0.300 95.0 5.0 6
6 [8.50 0.300 95.0 5.0 1
7 |9.00 0.020 0.0 100.0 6
g
- v
Comment: J
0K I Cancel

Figura 8.2: Condicdes de fluxo e gradiente da bomba.
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Solvente A2: agua ultrapura, com 0,1 mM acetato de amonio e 0,5 % acido férmico;
Solvente B2: Metanol,;

Solucéo de lavagem: agua:metanol (7:3).

8.6.1.3 Condigdes do espectrometro de massas

8.6.1.3.1 Condigdes de aquisicdo de dados

% Experiment Setup - c:\masslynx\farmacos. prolacqudbimrm novos pesticidas 2014 vf.exp ‘Z”ENZ‘

Fle Edit ‘iew Options Toolbars Functions Help

D& LS X
B =k B MRM [# msscan B Parerts [& Daughters  [BPreutralLoss B Survey

Paints Per Peak:
Total Run Time: [B00__| 4 Sirins

Mo, | Type Information Time

|
MR of 2 mass pairg, PIC, Time 1.60 to 2.20, ES+ (Metamil) [ ]
MRM of 2 mass pairs, PIC, Time 2 10to 3.50, ES+ (Diclorfos)

MREM of 2 mass pairs, PIC, Time 2.50t0 3.50, ES+ (Terbutrina)

MRM of 2 mass pairs, PIC, Time 2.10t0 3.70, ES+ (Azoxistrobina)

B

L
|
|
MRM of 2 rmass pairs, PIC, Time 3.51 to 8.00, ES+ (Etoprofos) |

UM

Figura 8.3:Janela de programacéo de aquisicéo de dados para o grupo final de pesticidas de UPLC-MS/MS.

As voltagens de cone utilizadas para a formagéo dos ies percursores, bem como
as transicdes de quantificagdo (MRM1) e confirmacdo (MRMZ2) otimizadas para 0s

pesticidas do grupo final encontram-se na Tabela 8.10.

Tabela 8.10: Voltagem de cone otimizada para a formacao dos ifes percursores e energia de colisdo aplicada para a
formacao dos ides de quantificacdo e confirmacao.

Voltagem 180 Produto Energia 1do Produto Energia

Pesticida I'X:;)SZ %% er(I:?Jc;sor de Cone Quantificacdo de Colisdo Confirmacdo de Coliséo
¢ao0 p (V) (MRMZ1) (eV) (MRM?2) (eV)
Ometoato ESI + 214,1 20 183,1 10 125,4 20
Metomil ESI+ 163,0 10 88,0 11 105,9 8
221,0 32 109,3 18 - -
Diclorvos ESI+
223,0 32 - - 109,2 15
Terbutrina ESI + 242,5 30 186,4 17 91,2 27
Azoxistrobina  ESI + 404,0 27 372,0 15 329,1 30
Etoprofos ESI + 243,1 24 97,0 33 173,0 15
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Estas condic¢des sdo programadas em janelas semelhantes a apresentada na Figura

8.4, mantendo constante o Span e Auto Dwell.

Function:1 MRM

ttethod
lonization Mode ES+
Span

Use Tune Cone Yoltage [F]
Use Tune Collision Energy [

Retention indaw [Minz]
Start
End

APcl Probe

=
w| | w

Channels:
Compound Hame | Parent (miz) | Daughter (miz) [Auto Dwell]  Dwell(s) | Cone(V) | Collision (v) | Comments |
1 Ometosto 2141 1254 0078 20 20
2 Ometosto 2141 1833 0075 20 10
[ dd | [ Delete | [Clearal| [ Undo | [ Fedo |  [Fil Down|

Figura 8.4: Janela de programacdo das condi¢des de MRM.

8.6.1.3.2 Condig¢des de operacdo da fonte e detetor

Na Figura 8.5 apresentam-se as condic¢Oes utilizadas tanto da fonte como do

analisador de massas.

Voltages

ES- Source |Analyse(| Fluidicsl Diagnosticsl

Gas Flow
Desolvation (L/hr)

N

900 836

Capillary (k¥) [054  [050 [-F———
Cane V) [ o [——
Extractor [V) ld— |T2_ ’?
BF Lens V) or [F—
Temperatures

Source Temp [‘C) IT W
Desolvation Temp [°C) [349— [T

Cone [L/hr)

|

25 25

Analyser
LM Resolution 1

HM Resolution 1
lon Energy 1
Mode:

Entrance
Collision

Exit

LM2 Resolution 2
HM Resolution 2
lon Energy 2

Gain

Colision Cell

Collision Gas Flow [mL/Min)

ES-Source Analyser l Fluidicsl Diagnostics |

[14) |——
[l40 [————F—
5 [—F—
© Ms @ MSMS
FF
2
ez 200 [F———
[0 [—F—
[la0 [——F——
i —ei—
[0 | I
|

Ideal Gain

Figura 8.5: Condigdes de operacao do espectrémetro de massas - fonte e analisador de massas. 1. tenséo do capilar,
2. voltagem de cone, 3. energia de colis&o.
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8.6.2 GC-ECD
Nos itens que se seguem apresentam-se as varias condicdes de operacdo

associadas ao método de GC-ECD.
8.6.2.1 Coluna Phenomenex Zebron ZB-Multiresidue-2

8.6.2.1.1 Condigoes da coluna e gas de arraste
Na Figura 8.6 apresenta-se as propriedades da coluna cromatografica Phenomenex

Zebron ZR-Miltiresidue-2, bem como as condic¢des do gas de arraste.

Front Detector ] Channel 1 ] Back Injectar ] Back Inlet ] Column 2 ] Back Detector ]
General ] Oven ] Auiliary ] Events ] Walves ] Front Injector ] Front [nlet

Colurnn Irfarmation

Lenath [m]: 30,00 Description: |Zebr0m bt 2

Diameter. [u]: 320 Serial Mumber: |
Film Thickress (u). (0.25 Gas Type: |Helium ﬂ
%L;tézt: Pressure ’m Pressure: li psi
Settings
HMode: Constant Flaw -
Initial Pressure/Flaw: 10,40 Initial Time: mir
Rate Final Hold Time Total Time

Figura 8.6: Propriedades da coluna cromatografica e condi¢des do gas de arraste.
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8.6.2.1.2 Condicoes de funcionamento do injetor

Volume de injecédo: 1,00 pul

Frant Dietectar ] Channel 1 ] Back Injectar ] Back Inlet ] Column 2 ] Back Detector ] Channel 2 ]
General ] Oven ] Auziliary ] Events ] WValves ] Front Injector Colurnn 1 ]
Settings
Inlet Type:  |S/5LEPC >|  Mode: |Spitiess ~|
Temperature:
¥ TempEnable Iritial Temp: |250 Initial Time:
r o Rate Final Hold Time Total Time
-
Purge Sampling
On Time: |D,?5 Flowy: |20,D End Time: ’7
Gas Saver Split/Splitless Went
Split Ratio:
[v Enable SR End Time:
Split Flow:
OnTime: (200 Fla:
Pulse Tirne: -
Flan: 20,0 Pulse Pressurs: li Pressure:
Figura 8.7: Condigdes do funcionamento do injecao e modo de injecao.
8.6.2.1.3 Condigdes de funcionamento do forno
Frant Dietectar ] Channel 1 ] Back Injector ] Back Inlet ] Column 2 ] Back Detectar ] Channel 2 ]

General

Oven Settings

[¥ Owen Enable ™ Cryo Enable ¥ Temperature Bamp Enable

Maximum Temperature: | 320 Equilibriurn Time: |1.00

Initial T ernperature; aa Initial Time: 1.00

¥ Rate Final Hold Time Tatal Time

y

10,00 2000 10,00 33,00

Auziliary ] Events ] Valves ] Front Injectar ] Frant Inlet ]

Calumn 1

Figura 8.8: Condic@es de funcionamento do forno e rampa de temperaturas.
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8.6.2.1.4 Condi¢oes de funcionamento do detetor

h ] Avtailiany ] Events ] Walves ] Frant | njectar ] Frant Inlet ] Calurnn 1 ]

Channel 1 ] Back Injector ] Back Inlet ] Column 2 ] B ack Detector ] Channel 2 ]
Settings
Detector Type: |uECD b r

Target Jutput

Temperature Settings

[+ Enable Setpoint; (320

Polarity Settings

Meqg Palarity: Switch Time:
Prigumatics

Oxidizer Flow: Fuel Flow:

Flow Mode: |Constant Makeup + Column j Makeup/Combo Flow; [E0.0

Makekup Gas: |.-’3«rgon / Methane ﬂ

Figura 8.9: Condicdes de funcionamento do detetor, temperatura e gas auxiliar.

8.6.2.2 Coluna Agilent Technologies HP-5MS

8.6.2.2.1 Condigdes da coluna e gas de arraste
Na Figura 8.6 apresenta-se as propriedades da coluna cromatografica Agilent
Technologies HP-5MS, bem como as condicGes do gas de arraste.

General ] Owen ] Auiliany ] Ewvents ] Walves ] Front [ njector ] Front [nlet ] Column 1 ]
Front D etector ] Channel 1 ] Back Injector ] Back Inlet ] Back Detector ] Channel 2 ]
Calurn Information

Length [m]: 30,00 Description: |HP5M5 -30M

Diameter. [u]: 320 Sernial Humber: |
Film Thickness [u); [0.25 Gas Type: |Helium ﬂ
%L;tcllit: Pressure ’m Pressure: li psi
Settings
Mode: Conztant Flow -
Initial Pressure Flow: 10,40 Initial Time: miry
% Rate Final Hold Time Total Time

Figura 8.10: Propriedades da coluna cromatografica e condi¢Ges do gas de arraste.
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8.6.2.2.2 Condicoes de funcionamento do injetor

Volume de injecéo: 1,00 pl

General ] Owen ]

l

Auziliary ] Events ] YWalves ] Front |njectar ] Frant Inlet ] Colurnn 1
Front Detectar ] Channel 1 ] Back Injectar Column 2 ] Back Detectar ] Channel 2 ]
Settings
Inlet Type: [5/5L EPC = Mods [Spliless =l
Temperature
[¥ TempEnable Iritial Temp: |250 Iritial Tirne:
r %] Fate Final Hold Time Total Time
-
Purge: Sampling
On Time: |D,?5 Flow: |2D,D End Tirme: ’7
Gas Saver Spht/Splitless Went
Split Fatio:
[+ Enable SR End Time:
Split Elaw:
OnTime: |2 00 Flowa:
Pulse Tirme: -
Flawas: 20,0 Pulse Pressure: ,7 Pressure:
Figura 8.11: Condigdes do modo de injecao.
8.6.2.2.3 Condigdes de funcionamento do forno
nnel 1 ] Back Injector ] Back Inlet ] Colurmn 2 ] Back Detector ] Channel 2 ]
General Auiziliary ] Events ] Valves ] Frant Injector ] Front Inlet ] Colurnn 1

Owen Settings

[v¥ DOven Enable ™ Cryo Enable [v Temperature Bamp Enable
Maximum Temperature;  |290 Equilibriurn Time: |1.00
Initial T ermperature: a0 Initial Time: 1.00

it Rate Final Hold Time Tatal Time

1 30,00 200,0 300 8,00

2 10,00 2500 0,00 13,00

3 100 260,0 0,00 23,00

4 500 2800 10,00 33,00

5 50,00 g0 0,00 43,60

Figura 8.12: CondigBes de funcionamento do forno e rampa de temperaturas.
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8.6.2.2.4 Condicoes de funcionamento do detetor

General ] Oven ] Auziliary ] Events ] alves ] Front |njectar ] Colurnn 1 ]
Frant Dretectar ] Channel 1 ] Back Injector ] Back Inlet ] Column 2 l Channel 2 ]
Settings
Detector Type: |ECD hd r
Target Output |30 I
Temperature Settings
I¥ Enable Setpaint; (320
Polarity Settings
Meg Polarity: Switch Time:
Pheumatics
Ozidizer Flow: Fuel Flow:
Flow Mode: |Constant Makeup + Column j Makeup/Comba Flow: (600
Makekup Gas: |Argon / Methane j

Figura 8.13: Condig¢des de funcionamento do detetor, temperatura e gas auxiliar.

8.7 Preparacao de amostras

Para ambas as técnicas a recolha das amostras é feita em frascos de vidro escuro
de 2,51, aos quais foi adicionado 150 mg/I de tiossulfato de sodio para evitar a degradacéo

dos pesticidas.

8.7.1 UPLC-MS/MS
Avaliaram-se dois métodos de preparacdo de amostra para as analises por esta

técnica, sendo estas baseadas no método de injecdo direta em LC.

Nos ensaios de recuperacdo, a fortificacdo deve ser executada antes do passo de

filtracdo da amostra.

8.7.1.1 Injecao direta simples
Neste método a amostra foi analisada diretamente pelo equipamento, sendo a
amostra apenas filtrada por um filtro microporoso GHP Acrodisc de 30 mm @ e 0,45 pum

de dimenséo de poro.
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8.7.1.2 Injecao direta com dilui¢do em solvente
Neste método a amostra foi filtrada como para 0 método anterior, sendo que a
amostra depois de filtrada foi diluida na razdo 1:1 com o solvente agua:metanol (9:1),

com 0,1 mM de acetato de amonio usado para preparar a curva de calibracéo.

8.7.1.3 Filtros
Testaram-se varios filtros para verificar se estes retinham algum dos analitos em
analise e a0 mesmo tempo se proporcionavam uma adequada remocao de particulas em

suspenséo eventualmente presentes na amostra.

Tabela 8.11: Filtros avaliados.

Diametro de disco Dimensédo de

Filtro (mm) DOFo (M) Notas
Regenerated
Cellulose 30 0,45 Filtro Pré-
IC Acrodisc 13 0,45 preparado
- comercial
GHP Acrodisc 13 0,45
Whatman Glass 30 ] Filtro preparado
Microfiber Filter pela introdugdo de
0,5 0u 1 disco
Nylaflo Nylon 47 0,20 dentro de uma

Membrane Filter seringa descartavel.

8.7.2 GC-ECD
Avaliaram-se dois métodos de preparacdo de amostra para as analises por esta

técnica: extracdo em fase solida (SPE) e extracédo liquido-liquido (LLE).

8.7.2.1 Extragdo em fase sélida (SPE)

Para esta técnica utilizou-se o método para pesticidas organoclorados
desenvolvido e utilizado no laboratério, devido ao mesmo estar validado para um volume
méaximo compativel com o pretendido, ndo tendo sido necessario fazer alteracdes a este

método de forma a obter o fator de concentracéo de 4000 vezes.
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Mame FOC

Samples B SolventSet  |Pesticidas =
Condition column
Min. Max.
Volume B0 [ml] " Metanal
" Agua Ulra Pura
{* Salvent 3
v Solvent waste ™~ Met Acet 32
7 Agqueous waste " Solvent 5

Estimated time 2h : 60min

=
=]

0| 00| | O O | D P =2

M ethod

Process 6 Samples using the following method steps:

Condition Column with 5.0 ml of Salvent 3 into zokvent waste
Condition Column with 5.0 ml of Metanol into solvent waste
Condition Colurmn with 3.0 ml of Agua Ulra Pura into aqueous v
Load 2000.0 ml of zample anta Calurn

Rinze Columr with 1.0 ml of &igua Ulra Pura into aqueous waste
Dy Colurnn with gas for 40.0 minutes

Callect 2.0 ml Fraction into saniple tube using Solvent 3
Caollect 4.0 ml Fraction into zaniple tube uzsing Solvent 3
End

j—ry
=

Figura 8.14: Condigdes de operagdo do equipamento de SPE. Solvent 3 = diclorometano.

Avaliou-se o uso de 3 cartuchos de SPE de 6 ml: o cartucho Oasis HLB 200 mg,

o cartucho Chromabond HR-P 500 mg e o cartucho Isolute C18 (EC) 1 g.

e Limpeza do extrato

Este passo foi necessario devido a existirem muitos interferentes em algumas

matrizes, tendo-se recorrido a um filtro descrito noutro trabalhot®a2% para esta limpeza.

Este filtro é constituido por 3 g de florisil, 2,5 g de cobre em p6 e 1 g de sulfato
de sodio anidro, colocados conforme a Figura 8.15.

\ ZSquato de Sédio

Cobre em PO
Florisil
La de vidro

Figura 8.15: Filtro de limpeza do extrato de SPE.

O procedimento de filtragdo foi o seguinte:

1 — Passar 10 ml de diclorometano, sendo este descartado;
2 — Passar a amostra, e recolher o filtrado;

3 — Passar 10 ml de diclorometano, e recolher o filtrado, junto com o da amostra.
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O metodo de limpeza descrito foi aplicado nas matrizes de agua superficial e agua

subterranea, ndo sendo aplicado na matriz 4gua para consumo humano.

8.7.2.2 Extragdo liquido-liquido (LLE)
Este método de preparacdo de amostra consistiu numa extracao dupla do extrato,

de acordo com o procedimento seguinte.

1-Lavou-se a ampola de extragdo com 20 ml de diclorometano, sendo este
diclorometano descartado;

2 — Colocou-se 2 | de amostra na ampola de extracéo, fortificou-se e adicionou-se 20
ml de diclorometano;

3 — Agitou-se durante 10 minutos;

4 — Decantou-se a fase apolar (inferior) para um funil contendo sulfato de sddio
anidro;

5 — Repetir os passos 2 a 4, uma segunda vez, sendo o extrato obtido adicionado ao

extrato da primeira extracéo.

8.7.2.3 Concentragado e troca de solvente
O ultimo passo da preparacdo da amostra para ambos 0s métodos de extracao foi

constituido pela troca de solvente e a concentracdo do extrato para um volume de 0,5 ml.
Condicdes do turbovap:

e Fluxo da corrente de azoto: 0,3 bar;

e Temperatura do balho termostatizado: 35 °C.
O processo de troca de solvente e concentragdo consistiu em:

1 — Concentrar o extrato até um volume ligeiramente inferior a 0,5 ml;
2 — Adicionar 2 ml de acetona e agitar manualmente;
3 — Concentrar o extrato até um volume ligeiramente inferior a 0,5 ml;

4 — Aferir o volume a 0,5 ml com acetona.
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9 Tratamento e discussao de resultados

A validacdo de um método analitico envolve sempre o desenvolvimento do
método, com a otimizacdo das condi¢Ges de operagdo e o estudo e conhecimento de
parametros analiticos que o possam avaliar tais como a seletividade/especificidade, gama

de linearidade, sensibilidade, preciséo e exatidao.

A técnica de UPLC-MS/MS foi a técnica inicial do trabalho tendo sido aplicada a
grande maioria dos pesticidas. A validacdo do método analitico para esta técnica nao foi
iniciada com um Unico conjunto de pesticidas, no entanto esta validag&o seré apresentada
como se fosse um Gnico grupo de forma a facilitar a exposicdo da mesma, sendo alguns

pesticidas destacados quando pertinente.

Durante o estudo de validacdo da curva de calibracdo varios pesticidas foram
excluidos da técnica de UPLC-MS/MS, tendo sido transferidos para o grupo de pesticidas
a validar pelo método de GC. A razdo deste procedimento sera abordada no passo da

validacéo que levou a sua excluséo.

A técnica de GC utilizada foi GC-ECD, tendo-se avaliado previamente as técnicas
de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS) e cromatografia
gasosa associada a espectrometria de massa de captura de i6es (GC-ITMS). Estas duas
técnicas ndo foram muito exploradas decido a uma avaria do equipamento de GC-ITMS
e ao facto do equipamento de GC-MS ter apresentado menor sensibilidade que o GC-
ECD. No entanto, antes da avaria do equipamento de GC-ITMS foi possivel otimizar as
condicdes de aquisicdo de dados no modo Selected lon Storage (SIS) para alguns
pesticidas, tendo-se verificado que este apresentava a melhor sensibilidade dos 3
detetores. O modo SIS deste equipamento é andlogo ao modo Selected lon Monitoring

(SIM) de um espectrometro de massa de quadrupolo.

As técnicas de GC-MS e GC-ITMS néo serdo abordadas ao longo desta exposicao,
estando apenas referenciadas aqui como justificagdo da utilizacdo de GC-ECD como
técnica de separacao e quantificacdo. O grupo de pesticidas analisado por esta técnica foi
constituido pelos varios pesticidas que foram excluidos da técnica de UPLC-MS/MS por

motivos de sensibilidade ou linearidade, sendo desde o inicio do trabalho um tnico grupo.
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9.1 UPLC-ESI-MS/MS

9.1.1 Otimizacao das condi¢coes de MRM

De forma a se poder utilizar o modo de Multiple Reaction Monitoring (MRM)
para quantificacéo, foi necessario escolher duas transic@es ido percursor - ido produto a
monitorizar, bem como otimizar trés parametros do espectrometro de massa para definir
estas transicOes. Foram estes, a tensdo do capilar, a voltagem de cone e a energia de

colisao.

Existem duas formas de executar esta otimizacdo quando se trabalha com
equipamentos de LC-MS/MS, sendo estas por infusdo ou injecdo de padrdes. O método
mais usual é o método de infusdo, pois este é mais pratico e rapido de executar do que o
método de injecéo.

9.1.1.1 Otimizagdo pela técnica de Infusdo direta no equipamento de MS/MS
Esta técnica de otimizacdo dos parametros de MRM recorre a introducdo da

amostra diretamente no espectrometro de massas com um fluxo de 10 pl/min.

Esta otimizacdo foi feita com recurso ao programa de controlo do espectrémetro
de massas que esta representado na Figura 8.5. Os parametros otimizados foram a tensédo
do capilar, a voltagem de cone, e a energia de colisdo. Para isto foram preparadas solucdes
individuais de cada pesticida a uma concentracéo de 0,5 — 1 mg/l usando como solvente
agua:metanol (9:1) com 5 mM de &cido férmico.

9.1.1.1.1 Otimizacdo da tensdo do capilar

O primeiro passo da otimizacdo dos parametros de MRM foi verificar em que
modo de ionizacdo o composto ioniza preferencialmente (ESI+ ou ESI-), ou seja, se este
tem tendéncia a criar i6es positivos ou negativos. De seguida procedeu-se a otimizacao
da tensdo do capilar, através da aquisi¢do de uma série de espectros de massa no modo
full scan, utilizando uma voltagem de cone proxima de 20 V e variando o valor da tensdo
do capilar de 0,5 em 0,5 até 3,5 ou 4 kV.

Durante este passo verificou-se que os pesticidas bifenox, deltametrina, e dicofol
apresentaram uma extensa fragmentacao, pelo que os pesticidas deltametrina e dicofol
foram transferidos para o grupo de pesticidas a analisar pelas técnicas de GC, enquanto o

pesticida bifenox foi otimizado utilizando o método de injegdo de padrdes.
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Intensidade de Sinal

8,0E+6

6,0E+6

4,0E+6

2,0E+6

0,0E+0

Com estes espectros de massa e a informacdo da massa molecular foi possivel

identificar o ido pseudo molecular, sendo este selecionado como ido percursor. Pela

representacdo grafica (Figura 9.1) da intensidade de sinal vs. tensdo do capilar do iéo

pseudo molecular foi possivel verificar que a tensdo do capilar que proporcionou a maior

intensidade de resposta para todos os pesticidas foi de 3,0 ou 3,5 kV. Na Tabela 9.1

apresenta-se o0 resumo dos valores da tenséo do capilar otimizada para cada pesticida e

no Anexo IV os espectros de massa correspondentes a tensao do capilar 6tima.

Ometoato !

M |30 Precursor: m/z =214,1

15 2 25 3 35U
Tensdo do Capilar (kV)

Tiodicarbe

Intensidade de Sinal

2,5E+7

2,0E+7

1,5E+7

1,0E+7

5,0E+6

0,0E+0

MI30 Precursor: m/z = 354,9 !

0,5 1 1,5 2 2,5 3
Tensdo do Capilar (kV)

Azoxistrobina

Intensidade de Sinal

1,0E+8

8,0E+7

6,0E+7

4,0E+7

2,0E+7

0,0E+0

|30 Precursor: m/z = 404,0 I

0,5 1 1,5 2 2,5 e
Tensao do Capilar (kV)

4,5

35|

375

5

Metomil

1,26+7 l
MI30 Precursor: m/z =163

1,0E+7
8,0E+6
6,0E46 —

4,0E+6

2,0E+6

Intensidade de Sinal

0,0E+0
0,5 1 1,5 2 245] 3 345 4

Tensdo do Capilar (kV)

Diclorvos

1,2E+7
|30 Precursor 1: m/z = 221

w

9,0E+6 L4ldo Precursor 2: m/z =223

BIOEL6) ——

3,0E+6

Intensidade de Sinal

0,0E+0

1 15 2 25 3 35 4 SNcEEES
Tensdo do Capilar (kV)

Etoprofos

1,5E+8

M |30 Precursor: m/z = 243,1
1,2E+8
9,0E+7

6,0E+7

3,0E+7

Intensidade de Sinal

0,0E+0
1 155 2 2,5 S 345 4

Tensao do Capilar (kV)
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Iprodiona | | Aclonifena
8,0E+6 1,5E+8

i 130 Precursor 1: m/z = 265,2

MId0 Precursor 1: m/z=329,9

_g 6,0E+6 _g 1,2E+8
2 4130 Precursor 2: m/z =332,2 g .
© - ol
o 40E+6 — o
8 T 6,0E+7
B> T
B 2,0E+6 =
= 2
Q & 3,0E+7
= -
£ £

0,0E+0 0,0E+0

0,5 1l 1,5 2 285 3 3,5 0,5 1 1,5 2 2,5 g 3}5] 4
Tensdo do Capilar (kV) Tens3o do Capilar (kV)

Figura 9.1: Representacgdo grafica da intensidade de sinal de resposta em funcao da tensao do capilar (kV) para o ido percursor de cada pesticida.

9.1.1.1.2 Otimizac¢ao da voltagem de cone

Para a otimizacdo deste parametro adquiriram-se Varios espectros de massa
utilizando o valor otimizado da tenséo do capilar, 0 modo de aquisicdo de dados de full
scan, e variando-se o valor da voltagem de cone em pequenos intervalos entre 5 V e um
valor suficientemente elevado (50-60 V) para se verificar uma acentuada reducdo da
intensidade.

De forma a visualizar qual o valor da voltagem de cone que proporcionava a maior
intensidade de resposta para o ido percursor, representou-se esta em fungéo da voltagem
de cone, Figura 9.2. Na Tabela 9.1 apresenta-se o resumo da voltagem de cone otimizada

para cada pesticida e no Anexo IV os espectros de massa correspondentes a voltagem de

cone Otima.
Metomil
Ometoato w50 Precursor: —esto(;ﬁ i |30 Precursor:
7 m/z = 214,1 4 m/z = 163

© ©
.g £ 4,5E+7 s
N 1,0E+7 n
2 3
3 o 30E+7 —
° °
[0} (1]
© 5,0E+6 ]
i7) & 1,5E+7
c =
] ]
15 =
~ 0,0E+0 0,0E+0

10 15 20 22 25 3 6 10 13 17 20 24

Voltagem de Cone (V) Voltagem de Cone (V)
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Diclorvos m
7,5E+7 M 130 Precursor 1:
m/z =221

6,0E+7
130 Precursor 2:

4,56+7 —/z=223

3,0E+7

1,5E+7

Intensidade de Sinal

0,0E+0

5 8 10 13 15 17 20 22 25 27 30 32 35 38 40 42 45 50
Voltagem de Cone (V)

Terbutrina l

1,0E+9 d 130 Precursor:

m/z=242,5
8,0E+8 : .

6,0E+8
4,0E+8

2,0E+8

Intensidade de Sinal

0,0E+0
5 10 15 20 23 25 27 30 32 35 38 40 43 45 50 60

Voltagem de Cone (V)

M |30 Percursor:

Etoprofos ;
m/z = 243,1

1,6E+8
1,2E+8
8,0E+7

4,0E+7

Intensidade de Sinal

0,0E+0
3 6 10 13 17 20 24 27 30 33 36 40

Voltagem de Cone (V)

Aclonifena
1,4E+8

1,2E+8
1,0E+8
8,0E+7
6,0E+7
4,0E+7
2,0E+7
0,0E+0

i |30 Precursor:
m/z = 265,2

Intensidade de Sinal

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Voltagem de Cone (V)

Tiodicarbe .

5,0E+7 ld 130 Precursor:
m/z = 354,9

4,0E+7

3,0E+7

2,0E+7

1,0E+7

Intensidade de Sinal

0,0E+0

3 6 10 13 17 20 24 27 30
Voltagem de Cone (V)

d 130 Precursor:
m/z = 404,0

Azoxistrobina l

8,0E+7

6,0E+7

4,0E+7

2,0E+7

Intensidade de Sinal

0,0E+0
3 6 10 13 17 20 24 27 30 33 36 40

Voltagem de Cone (V)

Iprodiona |
8,0E+6
M |30 Precursor 1:

m/z =329,9
6,0E+6

130 Precursor 2:

m/z=332,2
4,0E+6

2,0E+6

Intensidade de Sinal

0,0E+0

3 6 10 13 17 20 24 27 30 33 36 40
Voltagem de Cone (V)

M |30 Precursor:

2,5E+8 m/z = 308,3

Quinoxifena i
2,0E+8 —
1,5E+8
1,0E+8

5,0E+7

Intensidade de Sinal

0,0E+0

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75
Voltagem de Cone (V)

Figura 9.2: Representacdo grafica da intensidade de sinal de resposta em funcéo da variagdo voltagem de cone (V) para o ido percursor de cada
pesticida.
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Intensidade de Sinal

1,6E+6 -

1,2E+6

8,0E+5 o

4,0E+5 +

9.1.1.1.3 Otimizac¢ao da energia de colisdo

Para a otimizacdo deste parametro adquiriram-se varios espectros de massa
utilizando as condigdes anteriormente otimizadas, no modo de aquisi¢cdo daughter scan
(scan do ido produto), fazendo-se variar o valor da energia de colisdo de 5 eV até um
valor suficientemente alto para que se observasse um decréscimo significativo na

intensidade dos picos dos ides produto candidatos.

Para os pesticidas diclorvos e iprodiona ndo foi possivel obter uma segunda
transicdo adequada ao método MRM do mesmo ido molecular. Devido a ambos 0s
pesticidas possuirem dois 4&tomos de cloro utilizou-se dois i6es percursores diferentes,
com base na abundancia isotopica relativa entre o pesticida contendo dois atomos **Cl e

o pesticida contendo um atomo 3°Cl e outro *'Cl.

De forma a observar a evolucdo da fragmentacdo do ido percursor e ides produto
candidatos representou-se graficamente a intensidade de resposta para estes e para 0 id0
percursor em funcdo da energia de colisdo, Figura 9.3. Foram escolhidos os 2 ides mais
intensos para 0 método de MRM, tenso sido selecionada a transi¢do mais intensa como a
transicdo de quantificacdo para todos os pesticidas. Na Tabela 9.1, apresenta-se o resumo
da energia de colisdo otimizada para cada transicdo de MRM, bem como a informacéo de
qual é a transicio MRM de quantificacdo e confirmacdo, estando no Anexo IV 0s
espectros de massa correspondentes ao Daughter Scan da energia de colisdo 6tima.

0,0E+0

30

Ometoato @—m/z=214,1 (130 Percursor ) Metomil @—m/z =163 (130 Precursor )
—+—m/z=183,1( |30 Produto 1) 1,0E47 - —+—m/z =88 (|30 Produto 1)
——m/z=125,4 (130 Produto 2 ) ——m/z =105,9 (150 Produto 2)
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Figura 9.3: Representagdo gréafica da intensidade de sina de resposta com a variacdo da energia de colisdo para os ides percursor e produto
selecionados para as transicdes MRM1 e MRM2.
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9.1.1.2 Otimizacgado por injeg¢do no UPLC-MS/MS

Este método de otimizagdo das condicbes de MRM foi utilizado apenas para o
pesticida Bifenox numa tentativa de otimizar as condi¢cbes de MRM. O método consiste
em executar uma injecdo no UPLC-MS/MS, recorrendo-se aos modos de full scan, SIR e
daughter Scan disponiveis no programa de controlo do equipamento de UPLC-MS/MS

registando os cromatogramas e espectros de massa.

Inicialmente fez-se uma injecdo no UPLC-MS/MS no modo de full scan, tendo-
se analisado os espectros de massa correspondentes aos picos cromatogréaficos para
identificar o ido molecular. Com este ido molecular executou-se a otimizagao da voltagem
de cone com 0 modo de aquisicdo de dados SIR, sendo por fim otimizada a energia de

colisdo com o modo daughter scan.

A semelhanca dos pesticidas diclorvos e iprodiona ndo foi possivel obter uma
segunda transi¢cdo adequada para 0 modo MRM para o bifenox, tendo-se também

utilizado a abundancia isot6pica do cloro para adquirir a segunda transicdo MRM.

Neste caso ndo se procedeu a otimizacao da tensdo do capilar, tendo-se utilizado
o0 valor de tensdo do capilar de 0,5 kV.

9.1.1.3 Resumo dos parametros otimizados de MRM
Os paréametros de MRM otimizados para cada pesticida encontram-se resumidos
na Tabela 9.1, juntamente com a informacao da transi¢cdo a que correspondem e também

se se trata da transicdo de quantificacdo ou de confirmacao.

Embora os valores otimizados para infusdo sejam os apresentados na Tabela 9.1,
qguando se executaram inje¢fes no UPLC-MS/MS, o valor da tensdo do capilar utilizado
foi de 0,5 kV, devido a se ter verificado que este proporciona uma maior intensidade de
resposta para a maioria dos pesticidas quando se executa uma inje¢do no UPLC-MS/MS.
Este facto deve-se possivelmente & quantidade de amostra que chega a fonte de ionizacéo,
uma vez que o fluxo utilizado na infusdo é de 10 pl/min enquanto na injecdo no UPLC-
MS/MS é de 0,3 ml/min, o que altera a tensdo 6tima do capilar para a ionizacdo dos

pesticidas.
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9.1.2 Gradiente da fase movel

O gradiente de concentracOes utilizado encontra-se apresentado na Figura 8.2. O
tempo total da corrida cromatografica é de 8,00 minutos, sendo que o gradiente de 7,20 a
8,50 minutos tem a funcdo de reequilibrar a coluna cromatogréfica para a injecao
seguinte. O gradiente que comeca a 9,00 minutos, é o gradiente residual de preservacao

da coluna, sendo aplicado no fim da sequéncia de injecdes cromatogréaficas.

Os tempos de retencdo verificados para cada pesticida podem-se observar nos
correspondentes cromatogramas individuais tipicos para a transicdo de quantificacdo
(MRM1) apresentados na Figura 9.4.
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Figura 9.4: Cromatograma individual tipico para a transicao de quantificacdo (MRM1) dos varios pesticidas.



9.1.3 Validacao da curva de calibracao

A validacdo do método de UPLC-MS/MS foi inicialmente executada utilizando
agua ultrapura como solvente, passando-se posteriormente a mistura agua:metanol (9:1),
com 0,1 mM de acetato de amoénio. Tendo-se utilizado a gama de concentrages inicial
para a validacdo de = 0,016 a 0,4 pg/l ou de = 4 a 100 ul para os pesticidas aclonifena,
bifenox e iprodiona, devido a diferenca de intensidade de resposta verificada durante a

otimizacdo das condicdes de aquisicdo de dados MRM.

9.1.3.1 Testes de linearidade iniciais e estabilidade

Inicialmente utilizou-se como critério de linearidade o método dos minimos
quadrados sob a forma do coeficiente de regressdo linear (Anexo V), que tinha de ser
superior a 0,995, a andlise de residuos (Anexo V1), que teria de ser inferior a 15 % para
todos os padrdes da gama de linearidade, e a estabilidade entre as transicbes MRML1 e
MRM2 ou razdo de confirmacdo, RC (Anexo VII) onde o coeficiente de variagéo teve de

ser inferior a 15 %.

Para os pesticidas aclonifena, iprodiona e quinoxifena observou-se que ndo existia
linearidade para as curvas de calibrac@o preparadas em ambos os solventes, dado que o
coeficiente de correlagdo obtido foi inferior a 0,995. Assim ndo foi executado mais
nenhum tratamento estatistico com vista a validacdo destes para a técnica de UPLC-

MS/MS, sendo transferidos para o grupo de pesticidas a analisar pelas técnicas de GC.

Para os restantes pesticidas verificou-se a existéncia de linearidade e o coeficiente
de correlacdo linear ndo sofria grande alteracdo entre as curvas de calibracdo preparadas
em ambos 0s solventes. No entanto, ao preparar a curva de calibragdo com o solvente
agua:metanol (9:1), com 0,1 mM de acetato de amonio, foi possivel obter uma gama de
linearidade a comecar num padréo de concentracdo inferior para alguns pesticidas. De
forma semelhante a razdo de confirmacao ndo sofreu alteracao significativa para a gama

de linearidade encontrada para ambos os solventes.
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Na Figura 9.5 apresenta-se a curva de calibracdo, bem como a razdo de

confirmacéo para o pesticida etoprofos para ilustrar a boa linearidade e estabilidade da

razdo de confirmacdo obtida para as curvas de calibracdo preparadas em ambos 0s

solventes, bem como o inicio da gama de linearidade a uma concentragéo inferior no caso

da curva de calibracdo preparada em agua:metanol (9:1), com 0,1 mM de acetato de

amonio. A representacdo gréfica das restantes curvas de calibragdo apresenta-se no Anexo

VII, juntamente com a representacdo grafica da razdo de confirmacdo ao longo da

concentracao.

Area de Pico s Razdo de
Etogrofos (solvente: agua ultrapura) confirmagio
2000,0 1 1,50
1600,0 1,30
1200,0 4 1,10
800,0 A 0,90
400,0 y = 13225,8535x - 46,0456 0,70

R? =0,9950
0,0 T e 0,50
0,00 0,03 0,12 0,15

0,06 0,09
Concentragso (ug/l)

A P Razdo de
Area de Pico Etoprofos (solvente: 4gua:metanol (9:1)) Confirmagio
2000,0 ~ 1,50
1600,0 - 1,30
1200,0 A 1,10
800,0 4 0,90
400,0 y =19408,0364x + 14,7625 0,70

R%=0,9986

0,0 T e ———— 0,50

0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10
Concentragao (ug/l)

Figura 9.5: Representacdo da curva de calibracdo (azul) e da razéo de confirmagéo (vermelho) para o pesticida etoprofos. Solvente: agua (esquerda)

e agua:metanol (9:1), com 0,1 mM de acetato de amoénio (direita).

Relativamente ao teste de residuos, ndo existe uma alteracdo significativa entre as

curvas preparadas em ambos os solventes, como se pode observar na Figura 9.6, para o

pesticida etoprofos, estando a representacao grafica do teste de residuos para os restantes

pesticidas no Anexo VI.

Etoprofos (solvente: agua ultrapura)
20 -

10 4

[

Residuos (%)

-20 -
Concentragdo (pg/l)

Etoprofos (solvente:z%gya:metanol (9:1))

10 A

0,00 004 | 006 0,08 0,10

Residuos (%)

-10 4

220
Concentragdo (Lg/l)

Figura 9.6: Representacdo do resultado da andlise de residuos para o pesticida etoprofos. Solvente: agua ultrapura (esquerda), agua:metanol (9:1),

com 0,1 mM de acetato de amonio (direita).

Apresentam-se as Tabela 9.2 e 9.3 como resumo destes resultados de forma a

melhor evidenciar a variacdo entre os resultados obtidos. No entanto, como o objetivo

requeria atingir um limite de quantificacdo o mais baixo possivel para os varios pesticidas,
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decidiu-se utilizar como solvente a mistura de &gua:metanol (9:1), com 0,1 mM de acetato

de amonio devido a este proporcionar as curvas de calibragdo com o limite da gama de

a0

tendo procedido a mais testes para a curva de calibrag

, hdo se

trabalho mais baixo

preparada em agua ultrapura.

'Xq e = A :oedeuqies ap eAInd ep ogdenb3,

€T 610 g'e  [e'eiT'e] 96z'2e €€8L'T 26660 9 00T — ¢ xouajlg
T'v €000 TT [6'6'6'c] 922€T 9v0'9%-  0566'0 8 ¥T'0—T20'0  sojoidorg
AN 4 A0 L'e  [g'size] L'0v9v 19€6'V- 65660 L TT'0—¥20'0 eulqosIsIX0zy
2L 0g'0 v [e's'tL] G9/92 86'502-  1966'0 ] €1'0—/20°'0  eunInguaL
'eT TS0 6'c  [S'v:8'q] 9'ceLY vevl'e-  1966'0 8 TT'0—9T0'0  9gJedlpoll
L8 ¥T1'0 9T  [r'viee] £508T L0T'85  9666'0 8 TT0—9T0'0 SoAJ0[21Q
T 0€0 g'c  [v'e'tT'e] 9'T0V6 L00E'Y 28660 8 TT'0— 9100 [ILOIBIA
67 100 ot [S'v¥'s]  2'szs €922'8  9866'0 8 0T'0—GT0'0  0IeOIBWO
(%) ogdped 0 (%) q e ogdeaqued  (i/brl)

AO  OInsed sonpisay 24 3p seQiped  apepliesaul| sepIonsad
opdewaiyuod op oezey P 318L eAIND ep odenby oN op BUED

‘(eandenyn enbe :ajuanos) sepionsad so eaed apeplieaul] ap eweb ep ogdepljeA :Z'6 elaqel

95



'Xq & = A :ogdeiqied ap eAInd ep ogdenb3,

ST G50 L'e  [r't's'c]  860'9¢ 1880'C  6666'0 6 00T — 2T xouajlg
€7 1900 T ['rioel 80761 €9/.'vT  9866'0 8 960'0 — ¥T0'0  S0jo4doig
1T T€0 g8'c [rz'zel] 1'11S] 1925'C V1660 8 TT'0—9T0'0 eulqoJIsIxozy
Z'v 810 ey [0T'T] 9TE8Y LTV'6C  9666'0 L TT'0-8T0°'0  eumIngIaL
ST ¥9'0 v [§'2'9'8] 6'2€.8 87.'TT-  G/66'0 8 TT'0—9T0'0  9gJedlpoll
€9 0600 9T  [g'sie's] T2LYT 069'GZ 61660 8 TT0—9T0'0 SoAJ0[21Q
79 LT g'c [o's'ol] G'86€8 90T8'T  2.66'0 8 TT'0— 9100 [IWOIBIA
T'S €800 ot  [s'eis'v]  2'vL.8 6/6€'C 06660 8 0T'0—ST0'0  0OreOIBWO
(%) oedped 0 (%) q e ogdeaqued  (i/br)
NJ  OInseq sonpisay 24 3p SeQuped  apeplieaul| sepIonsad
ap 91581 oN 9p ewed

oBdeWIIIUOD 9p orZeY

eAIND ep ogdenb3]

‘(o1ugwre ap 01e18JR 9p |NW T°0 W0 ‘(T:6) Jouriaw:enbe :a1usA|os) sepidnsad so eaed speplieaul] ap eweb ep ogdepljeA :£'6 elage.L

96



9.1.3.2 Testes de Mandel, Rikilt, Areas normalizadas e Homogeneidade de
varidncias.

Estes testes foram aplicados com a finalidade de reforcar a validacdo da gama de

trabalho e para dar cumprimento a norma 1SO 8466-1, estando o resultado da aplicagdo

destes na Tabela 9.4 e Figura 9.7, encontrando-se a sua aplicagédo nos Anexos VIl a XI.

Para o teste de Mandel verificou-se que o valor teste (VT) para todos os pesticidas
é inferior ao valor de F da distribuigdo de Fisher-Snedecor, o que revela que as gamas de
linearidade estdo bem definidas. Com o teste da homogeneidade de variancias, verificou-
se que apenas o pesticida ometoato possuia homogeneidade de variancias ao longo da sua
gama de trabalho. No entanto devido a gama de trabalho ja ser estreita ndo se considerou

necessario reduzir-se ainda mais.

Para os testes de Rikilt e Areas normalizadas que avaliam a tendéncia da disperséo
dos pontos experimentais, verificou-se que a dispersdo dos pontos experimentais
encontrou-se dentro dos limites de dispersdo admitidos para estes testes e de que a
dispersdo destes era aleatéria. Na Figura 9.7 apresenta-se a representacdo grafica do
resultado da aplicacdo destes testes para o pesticida etoprofos, estando a representacao

para os restantes pesticidas no Anexo IX e X.

Tabela 9.4: Resultados da aplicacéo dos testes de Mandel, Rikilt, Areas normalizadas e homogeneidade de variancias.

Teste de Homogeneidade  Teste de  Teste das areas
Pesticidas Mandel de variancias Rikilt normalizadas
Fosson-3y VT Fogoo PG (%) (%)
Ometoato 661 045 446 440  [96: 104] [96: 104]
Metomil 661 030 446 593  [94:105] [96: 107]
Diclorvos 661 064 446 879  [93:105] [99: 111]

Tiodicarbe 661 034 446 194  [92; 105] [94; 108]
Terbutrina 771 006 485 12,2  [98;102] [100; 104]

Azoxistrobina 6,61 449 485 7,25 [94; 103] [99; 108]
Etoprofos 6,61 0,35 4,46 8,31 [97; 104] [95; 103]
Bifenox 5,99 094 4,46 28,6 [98; 102] [98; 102]
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Figura 9.7: Representacdo do resultado dos testes de Rikilt (esquerda) e areas normalizadas (direita) para o pesticida etoprofos.

9.1.3.3 Precisdo

A precisdo ou repetibilidade da gama de trabalho foi avaliada pela analise
sucessiva de padrdes de controlo correspondentes aos extremos da gama de linearidade e
a pelo menos um ponto intermédio para a maioria dos pesticidas. Para a averiguagdo desta
recorreu-se ao calculo do coeficiente de variagdo das transicdes MRM1, MRM2 e da

razdo de confirmacdo RC (Anexo IV).

Com este estudo verificou-se que a repetibilidade era significativamente melhor
para a concentracdo correspondente ao limite superior da gama de trabalho do que do
limite inferior. Isto deve-se a que as concentracdes mais elevadas sao menos sensiveis a
pequenas variacfes que podem acontecer no equipamento, mesmo entre analises

sucessivas.

Como se pode verificar pela Tabela 9.5 o coeficiente de variacdo da transigédo
MRML1 obtido foi inferior a 15 % para todos os pesticidas. Ja para a transicdo MRM2 e
para a RC o valor do coeficiente de variacdo foi superior a 15 % para 0s pesticidas
azoxistrobina e bifenox. No entanto, mesmo sendo superior a 15 %, o valor foi aceite
devido ao baixo coeficiente de varia¢do da transicdo MRM1, uma vez que um elevado
coeficiente de variacdo para a transicdo MRM2 ou RC representa um grau de confianca
menor na identificagdo de um composto, mas néo interfere com a quantificacdo do

mesmo.
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Tabela 9.5: Coeficiente de variagdo para a transicdo MRM1, MRM2 e RC para o ensaio de repetibilidade (n = 10-12)
do padréo de calibracé@o mais baixo da curva de calibracéo.

CV (%)
MRM1 MRM2 RC
Ometoato 3,52 452 433
Metomil 9,31 12,7 13,9
Diclorvos 7,96 10,5 13,8
Tiodicarbe 9,44 143 145
Terbutrina 5,81 105 7,95
Azoxistrobina 9,28 155 16,9

Etoprofos 3,96 9,10 942
Bifenox 6,19 209 194

Pesticidas

9.1.3.4 Limiares analiticos
Os limiares analiticos foram determinados com recurso a analise sucessiva de
padrdes correspondentes ao padrdo do limite inferior da gama de trabalho, tendo-se

procedido aos célculos de acordo com o0 Anexo XII.

Como resultado desta analise poderia ter sido necessario ajustar a gama de
trabalho, pois o padrdo mais baixo da gama de trabalho deve ser superior ao limite de
quantificacdo (LOQ). Na Tabela 9.6 apresenta-se o resumo desta avaliacdo, sendo
possivel constatar de que LOQ < limite inferior da gama de linearidade para todos os

pesticidas.

Tabela 9.6: Avaliagdo dos limiares analiticos.

Pesticidas Limite inferior da gama LOD LOQ Ccv Erro
de Linearidade (ug/l) (na/l) (na/l) (%) relativo (%)

Ometoato 0,015 0,0034 0,011 7,2 8,0
Metomil 0,016 0,0048 0,016 8,8 13
Diclorvos 0,016 0,0032 0,011 7,4 -6,8
Tiodicarbe 0,016 0,0043 0,014 8,7 5,9

Terbutrina 0,018 0,0025  0,0082 4,6 -0,026
Azoxistrobina 0,016 0,0035 0,012 7,1 3,0
Etoprofos 0,014 0,0015  0,0051 4,2 -12
Bifenox 12 2,2 7.4 6,2 -1,3
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9.1.4 Ensaios de recuperacao

Os ensaios de recuperacdo sao uma parte fundamental da validacdo de um método,
pois muitas vezes é necessario submeter a amostra a algum processo antes da sua analise,
seja este um passo de concentracdo da amostra, ou simplesmente a sua filtracdo. Todos
estes passos podem contribuir com perdas de analito, o que possibilita que exista uma
diferenca significativa entre o analito quantificado e o que estd na amostra. Para além
destas possiveis fontes de perda de analito, existem varios interferentes na amostra que
podem alterar de forma positiva ou negativa a resposta do equipamento.

Devido a elevada seletividade e sensibilidade do UPLC-MS/MS para a maioria
dos pesticidas foi possivel validar uma gama de trabalho cujo limite inferior é inferior ao
limite da legislacdo nacional, o que permitiu explorar métodos de injecdo direta,

requerendo um menor manuseamento da amostra, reduzindo o custo e o tempo de analise.

No entanto, devido a baixa sensibilidade do pesticida bifenox, a elevada supressao
i6nica do pesticida tiodicarbe e a existir uma norma de qualidade ambiental (NQA) mais
restrita a nivel europeu para o pesticida diclorvos, seria necessario um método de extragdo
e concentracao para estes pesticidas. Para este fim, explorou-se 0 método de SPE para
concentrar a amostra até um fator de 4000 vezes, mas devido a ndo se ter realizado muito

trabalho neste método de extracdo, ndo serdo expostos os resultados obtidos para este.

Uma vez que ndo seria possivel atingir os limites impostos pela legislacdo
nacional e europeia para os pesticidas bifenox e tiodicarbe, ndo se continuou a validagao
para estes, sendo continuada a validacdo para o pesticida diclorvos, de forma a atingir o

limite imposto pela legislacdo nacional.

9.1.4.1 Método de preparacdao da amostra

Inicialmente experimentou-se analisar a amostra apds a filtracdo da mesma, o que
se fez antes de a fortificar. No entanto, devido a baixas recuperacfes para a maioria dos
pesticidas experimentou-se diluir a amostra no solvente utilizado para preparar a curva
de calibracdo, tornando a composi¢cdo da amostra mais proxima da composicdo dos
padrdes da curva de calibracdo tentando reduzir o efeito de matriz. Fez-se assim “meio-
termo” entre a inje¢ao direta € 0 método de adi¢do padrdo, o que possui a vantagem de
permitir analisar varias amostras diferentes em simultaneo, enquanto o método de adigéo

padréo obriga a que se prepare uma curva de calibragdo para cada amostra.
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O método de preparacdo de amostra por diluicdo em solvente também permite
reduzir a diferenca de resposta do detetor que possa existir para uma amostra real e para
uma solugdo padrdo de calibracdo. No entanto este método so € vidvel se a curva de
calibracdo validada permitir atingir um limite de quantificacao que seja inferior ao limite

imposto pela legislacdo em vigor, na mesma proporcéo do fator de dilui¢do utilizado.

Como se pode observar na Figura 9.8 o método de diluicdo de amostra em solvente
na proporgao 1:1 apresenta recuperagdes muito melhores e mais uniformes para todos os
pesticidas, exceto para o pesticida tiodicarbe. Este fendmeno para o pesticida tiodicarbe
e 0 aumento inconsistente que se observou para o pesticida metomil devem-se muito
possivelmente a rapida hidrdlise do pesticida tiodicarbe em metomil, existindo evidéncias
deste processo na literatural®% e pela alteracio observada para as recuperacdes para o
pesticida metomil, quando se removeu o pesticida tiodicarbe do grupo de trabalho.

9.1.4.2 Estudo da eficiéncia do processo de filtracdo da amostra

Agua de Consumo
Concentracdo de Pesticidas = 0,03 ug/L

160,0 ~

140,0 -
120,0 -
100,0 -
80,0 -
60,0 -
40,0 -
20,0 -

0,0 -

Ometoato Metomil Diclorvos Tiodicarbe Terbutrina  Azoxistrobina  Etoprofos

Recuperacgdo (%)

HInjecdo direta M Diluigdo em solvente 1:1 H Diluigdo em solvente 1:1 - Metomil, sem tiodicarbe na solugdo padrao conjunta

Figura 9.8: Comparacao da recuperacéo obtida para os varios pesticidas pelos 2 métodos de preparacgéo de amostra.
Fortificagdo da matriz: agua para consumo humano a concentracao real de 0,03 pg/l.

Devido as amostras de agua poderem possuir particulas em suspensao e a coluna
cromatogréfica poder ficar colmatada com estas particulas foi necessario submeter as

amostras a um passo de filtracdo.

Uma vez que o filtro utilizado para remover estas particulas em suspensdo tambem

poder reter parte dos analitos, estudou-se a eficiéncia de varios filtros para este processo.

A avaliacdo da capacidade de remover particulas em suspensao foi executada pela
filtracdo de uma amostra de captacdo Tejo por ser normalmente a que apresenta uma

maior turvacdo, sendo a avaliacéo feita pela aparéncia do filtrado.
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A avaliacdo da retencdo dos analitos foi executada através da analise do padrdo
P1 filtrado e sem ser filtrado, e por ensaios de recuperacdo de uma amostra fortificada de
agua para consumo humano, tendo esta fortificacdo sido analisada sem ser filtrada, e
depois de ser filtrada pelos vérios filtros. As fortificacbes foram preparadas a
concentracdo equivalente ao dobro do padrdo de calibracdo P1, devido ao método de

preparacdo da amostra envolver a sua diluicdo na proporcéo de 1:1 no solvente da curva
de calibragéo.

Todas as amostras foram analisadas em duplicado, tendo a média das &reas obtidas
para cada ensaio sido normalizada em relacdo a area media obtida para o padrdo de

calibracdo, estando estas representadas na Figura 9.9.
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i Filtro GHP Acrodisc M Whatman Glass Microfiber Filter (Completo) - P1
H Whatman Glass Microfiber Filter (Completo) i Whatman Glass Microfiber Filter (Metade)
M Filtro IC Acrodisc i Filtro Regenerated Cellulose
H Filtro Nylaflo Nylon Membrane Filter (metade)

Figura 9.9: Estudo da eficiéncia do processo de filtragdo. Amostra: matriz da agua para consumo humano, exceto
quando se menciona P1, que corresponde a solucdo padrao de calibracdo P1.

Como é possivel verificar, o processo de filtracdo interfere com a recuperacao,
sendo que para os pesticidas ometoato e metomil ndo existe uma variacdo significativa,
para o diclorvos apenas um dos filtros proporcionou recuperagdes baixas, sendo que para
0s restantes pesticidas existiu uma grande variacdo das recuperacdes obtidas dependendo
do filtro utilizado.

Note-se que a elevada inconsisténcia para o pesticida azoxistrobina deve-se a este
estudo ter sido iniciado ap6s uma sessao de trabalho com a solucdo padrdo intermédia 11
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preparada com uma antecedéncia de 20 horas, uma vez que se verificou ao longo do

trabalho que este era o pesticida mais instvel ao longo do tempo.

Com base nestes dados decidiu-se utilizar metade de um disco do filtro Whatman
Glass Microfiber, para 0 método, pois este foi 0 Unico que proporcionou recuperagdes
superiores a 70% para todos os pesticidas e uma limpeza da amostra satisfatoria. Estes
resultados permitem também considerar como intervalo de aceitacdo para as

recuperacdes, o intervalo de 70 % — 120 %.

9.1.4.3 Validacdo do método de preparagdo de amostra

Para a validacdo do método de preparacdo de amostra procedeu-se a ensaios de
recuperacdo, sendo estes preparados de acordo com 8.6.1.2 e a concentragdo de 0,05 pg/I
para as matrizes para consumo humano, 4gua superficial e agua subterranea em duas datas

diferentes.

Como é possivel verificar pela Figura 9.10 e Tabela 9.7 as recuperacdes sdo muito
boas para praticamente todos os pesticidas, sendo de forma geral proximas de 100 %,
exceptuando a recuperacao obtida para o pesticida azoxistrobina nas varias matrizes, que

pode por vezes ser proxima de 80 %.

Recuperagdo média para as vdrias matrizes e global do método.
120

Fortificagdo =~ 0,05 g/l
100
80
60
40
20
o B

Ometoato Metomil Diclorvos Terbutrina Azoxistrobina Etoprofos

Recuperagdo (%)

® Agua para consumo humano # Agua Subterranea ® Agua Superficial H Global do método analitico

Figura 9.10: Recuperacgé@o média da fortificaclo para as varias matrizes e global do método analitico. Concentragao = 0,05
Hg/l, média de 8 injecdes para cada matriz.
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Tabela 9.7: Recuperacdo média da fortificacdo para as varias matrizes e global do método analitico. Concentragdo =~
0,05 pg/l, média de 8 injecdes para cada matriz.

Matriz: Matriz: Matriz: Global
o Consumo Superficial Subterranea
Pesticidas : : : -
Média CV Media CV Media CV Media CV
() () () () () () () (%)
Ometoato 98 4,5 99 6,8 102 4,8 100 5,5
Metomil 101 59 105 53 102 57 103 5,6

Diclorvos 105 5,2 108 3,8 106 39 106 4.4
Terbutrina 111 4,6 110 2,0 104 2,5 108 41
Azoxistrobina 100 14 96 11 87 10 94 13
Etoprofos 100 8,1 101 52 95 6,8 99 7,0

9.1.5 Limite de quantificacao do método
O limite de quantificacdo do método é o limite que se consegue quantificar numa

amostra real pela aplicacdo do método.

Uma vez que 0 método se baseia na diluicdo de 1:1 da amostra, 0 minimo que se
poderia quantificar se existisse 100 % de recuperacéo corresponderia ao dobro do limite
de quantificacdo da curva de calibracdo. No entanto, devido a recuperacdo real poder ser
inferior a 100 %, como evidenciado pelos ensaios de recuperacéo apresentados nas Figura
9.10 e Tabela 9.7 definiu-se que o intervalo de aceitagdo para as recuperacdes deste
método seria de 70 — 120 %, sendo o limite de quantificacdo do método afetado de forma
a garantir que se consegue quantificar dentro da curva de calibracdo uma recuperacao de
70 %.

Desta forma aplicou-se um limite de quantificacdo do método igual para todos os
pesticidas, tendo sido este limite de 0,05 pg/l, o que corresponde a 0,025 g/l na curva de
calibracéo, proporcionando um valor superior ao padréo de calibragdo P1 no caso de uma

recuperacao de 70 %.
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Tabela 9.8: Limite de quantificacdo do método analitico.

Pesticida Pa:; er':;e(;’éor Fz_ato_r Ele Rec,ur_)eragéo I;eoa? Ajbgcgdo cv relfartri(\)/o
trabalho (ug/y  DNWi€d0  media (%) oy e 0 (o)
Ometoato 0,015 100 0,036 55 - 0,40
Metomil 0,016 103 0,042 5,6 2,8
Diclorvos 0,016 106 0,040 44 6,4
Terbutrina 0,018 : 108 0,040 0,00 41 8,2
Azoxistrobina 0,016 94 0,041 13 -5,6
Etoprofos 0,014 99 0,036 7,0 -11
Com isto foi possivel atingir o limite de quantificagdo de 50 % da norma de
qualidade ambiental (NQA) ou valor paramétrico para todos os pesticidas exceto para o
pesticida diclorvos, para o qual existe uma NQA de 7 x 10* pg/l segundo a Diretiva
2013/39/EU de 12 de Agosto de 2013, sendo esta muito inferior aos 0,05 pg/l, que € limite
de quantificacdo do método.
9.1.6 Incerteza do método
A incerteza do método foi avaliada pelo calculo da propagacdo de incertezas
(Anexo XIII).
Da avaliacdo da incerteza verificou-se que a grande contribuicdo para a incerteza
do método foi a interpolacdo na curva de calibracao.
Tabela 9.9: Incerteza do método analitico.
Incerteza associada Incerteza associada Incerteza
- a preparacao dos a interpolacdo na associada a Incerte_za
Pesticidas padrdes de curva de calibracao precisao expandida
calibracao (%) (%) intermédia (%o) (k=2) (%)
Ometoato 2,87 5,62 2,07 13,3
Metomil 2,56 9,39 2,82 20,3
Diclorvos 2,73 8,18 2,13 17,8
Terbutrina 2,27 2,90 1,31 7,82
Azoxistrobina 2,48 9,02 2,14 19,2
Etoprofos 5,08 6,68 1,21 17,0
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9.1.7 Ensaios interlaboratoriais (EIL) e Material de referéncia certificado

(MRC)

Como passo final da validacdo do método procedeu-se a analise de materiais de

referéncia certificados, provenientes de ensaios interlaboratoriais fora de prazo, como

forma de avaliar a exatiddo do método desenvolvido. Estes ensaios interlaboratoriais
foram 0 AQUACHECK 452 de dezembro de 2013 para o diclorvos e AQUACHECK 460

de fevereiro de 2014 para a terbutrina, tendo sido analisados como 3 ensaios

independentes e em duplicado em maio de 2014. Os resultados obtidos para estes dois

ensaios apresentam-se na Tabela 9.10.

Tabela 9.10: Resultados da analise dos MRC.

Concentracéao de

Concentracdo Erro relativo

AQUACHECK referéncia (ug/l)  obtida (ug/l) (%)
452 (diclorvos) 0,0762 0,0730 -4,23
460 (terbutrina) 0,0866 0,0786 -9,19

Para além da execucdo destes ensaios com MRC, também se participou no ensaio
interlaboratorial AQUACHECK 480 em janeiro/fevereiro de 2015 para a terbutrina,

estando o resultado obtido para este na Figura 9.11.
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Figura 9.11: Apresentacéo do resultado da participa¢do no ensaio interlaboratorial.

Como é possivel observar tanto pela analise dos MRC como pelo resultado obtido

na participacdo do ensaio interlaboratorial, este método apresenta um elevado grau de

exatiddo para os pesticidas avaliados, podendo-se assumir que este elevado grau de

exatiddo também se aplica aos restantes pesticidas, dado o método de ensaio ser 0 mesmo.
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9.2 GC-ECD

Devido a técnica de GC-ECD ter sido utilizada para complementar a técnica de
UPLC-MS/MS, a validagdo da técnica de GC-ECD comegou com 0s pesticidas
aclonifena, alfa-cipermetrina, beta-cipermetrina, teta-cipermetrina, zeta-cipermetrina,
dicofol, deltametrina, iprodiona e quinoxifena, os quais ndo foi possivel validar por
UPLC-MS/MS até a data do inicio do estudo com a técnica de GC-ECD.

9.2.1 Escolha do solvente em GC

Devido a necessidade de utilizar um solvente organico volatil nas técnicas de GC,
testaram-se os solventes acetona, diclorometano e n-hexano, para verificar qual o solvente
em que os pesticidas teriam melhor resposta. Para este efeito prepararam-se solucdes de
aproximadamente 5 mg/l em cada um dos solventes partindo das solucbes padrédo
primarias preparadas em metanol. Como se pode verificar na Figura 9.12 a acetona
proporciona uma maior intensidade de pico para os pesticidas iprodiona, cipermetrina
total, deltametrina, e aproximadamente igual a intensidade obtida com o solvente n-
hexano para os pesticidas aclonifena e quinoxifena, tendo-se decidido utilizar este como

solvente.

Comparagao da area obtida para os varios solventes
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HAcetona HDiclorometano HEn-hexano

Figura 9.12: Comparacédo da area obtida para o0s varios solventes.

9.2.2 Otimizacao do método de GC-ECD
Para a otimizag&o desta técnica prepararam-se solucdes individuais dos pesticidas
e uma solucdo conjunta com concentracbes aproximadas de 5 mg/l em acetona.
Inicialmente determinaram-se os tempos de retencdo para a coluna cromatografica
Agilent HP-5MS (HP-5MS) por injecdo de solugdes individuais de pesticidas. Note-se
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que este detetor ndo fornece qualquer informacéo sobre a composi¢éo das substancias que
ddo origem aos picos cromatograficos. No final foi injetada uma solucdo conjunta de
todos os pesticidas.

Tentou-se otimizar a rampa de temperaturas de forma a resolver a coelui¢do dos
picos dos pesticidas aclonifena e iprodiona. Face ao insucesso obtido, testou-se entdo a
coluna cromatografica Phenomenex Zebron ZB-MultiResidue-2 (Zebron), determinando
novamente os tempos de retengédo dos pesticidas individuais. Uma vez verificado que ndo
existia coeluicdo dos pesticidas, foi esta a coluna com que se continuou a validagdo do
método.

Na Figura 9.13 apresenta-se 0 cromatograma obtido com a rampa de temperatura
utilizada para ambas as colunas cromatograficas.

Note-se que a diferenca de intensidade dos picos cromatograficos se deve a
utilizacdo de um detetor de ECD com a coluna cromatografica HP-5MS e um detetor de
HMECD com a coluna cromatografica Zebron. A utilizacdo de um detetor de ECD e pHECD
com colunas diferentes deveu-se a raz6es de caracter pratico, possibilitando testar ambas
as colunas cromatogréaficas sem ser necessario troca-las, e devido a estar uma coluna HP-

5MS em permanéncia no detetor de ECD para trabalho de rotina.
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Figura 9.13: Cromatograma das condicdes otimizadas para a coluna cromatogréafica: A) HP-5MS, 30 m x 0,320 mm x
0,25 pum, B) Zebron, 30 m x 0,320 mm x 0,25 pm.
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Durante a injecdo dos pesticidas individuais verificou-se que o pesticida
deltametrina apresentava 2 picos, tendo-se decidido integrar ambos individualmente e
utilizar a soma dos picos para efeitos de quantificacdo. Verificou-se ainda que 0s varios
pesticidas cipermetrina apresentavam varios picos coeluidos quando analisados
individualmente e em conjunto, tendo-se decidido integra-los como um Unico pico para
efeitos de quantificagdo, uma vez que a legislacao referente a este conjunto de pesticidas
apresenta um NQA para o total das 4 misturas de cipermetrina.

A existéncia de varios picos para estes compostos deve-se a que o pesticida
deltametrina é uma mistura de 2 isdmeros e o pesticida cipermetrina € uma mistura de 8
isdbmeros. A designacdo alfa, beta-, teta-, zeta- refere-se a misturas isoméricas diferentes
e bem definidas deste pesticida, e a intensidade dos 4 picos cromatograficos do pesticida

cipermetrina é dependente da composicao isomérica da mistura.

O programa final de temperaturas otimizado para a coluna cromatogréafica Zebron
encontra-se na Figura 8.8 e o programa de temperaturas da coluna cromatografica HP-

5MS encontra-se na Figura 8.12.

9.2.3 Validacao da curva de calibragao
Esta validacdo seguiu essencialmente a mesma sequéncia da validagdo da curva
de calibracdo para o método de UPLC-MS/MS.

Desta forma efetuaram-se estudos de linearidade recorrendo a avaliacdo do
coeficiente de correlacdo linear, a analise de residuos, ao teste de Mandel numa fase

inicial.

Posteriormente foram aplicados os testes da homogeneidade de variancias, de
Rikilt e das areas normalizadas para fortalecer a validacdo, mas ndo sendo obrigatério

que a curva de calibracdo passasse todos estes métodos.

9.2.3.1 Testes de linearidade iniciais
Os testes de linearidade iniciais foram o coeficiente de correlacdo linear e a analise
de residuos, tendo sido possivel obter uma gama de linearidade com um coeficiente de

correlacdo linear superior a 0,995 e residuos compreendidos entre +15 %.

O elevado limite inferior da gama de linearidade validada para os pesticidas

cipermetrina e deltametrina deve-se a que para ambos existem picos cromatograficos
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muito pouco intensos, e a se ter considerado necessario a integracdo de todos 0s picos
para efeitos de quantificacdo. Para além deste fator, estes pesticidas apresentavam desvios
muito significativos no teste da analise de residuos.

O elevado limite inferior da gama de linearidade e a ampla gama de linearidade
para o pesticida iprodiona devem-se a ndo ter sido possivel obter linearidade na mesma
gama que 0s outros pesticidas, tendo sido necessario alargar a gama de concentracdes de

forma a se conseguir uma gama de linearidade.

Na Figura 9.14 apresenta-se a representacdo grafica da curva de calibragdo e
andlise de residuos para o pesticida aclonifena, estando as restantes representacfes das
curvas de calibracdo no Anexo V e dos testes da andlise de residuos no Anexo VI. Os

resultados da validacdo das curvas de calibracdo encontram-se resumidos na Tabela 9.11.

4000 Curva de calibragdo - Aclonifena Andlise de residuos - Aclonifena
1 20 -

7000 -

6000 —
S X 10 -
s 5000 - — |
-3 4000 - S
© 3 :‘ﬁwa—
® 3000 - 7 :
& 200 20,0 1300 40,0 ]

2000 + y = 130,3513x + 158,0263

1000 R? = 0,9986 -10 4

0 . . . . .
0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 il
Concentragdo (ug/l) Concentragdo (ug/l)

Figura 9.14: Exemplo de uma curva de calibragdo validada (esquerda), teste da anéalise de residuos (direita).

Tabela 9.11: Validagé@o da gama de linearidade para os pesticidas.

Gama de N° de Equacao da curva Teste de

Pesticida linearidade padroes de R? Residuos
(ug/)  calibracio a b (%)

Dicofol 51-51 11 0,9986 151,12 68,236 [-12; 2,9]

Aclonifena 5,0-50 11 0,9986 158,03 130,35 [-9,3; 4,4]

Iprodiona 20 - 200 11 0,9967  -100,95 53,049 [-7,8; 11]

Quinoxifena 5,0-50 11 0,9985 216,34 69,640 [-9,2; 3,1]

C'pe::t‘aelt””a 50 — 181 8 0,0988  -70437 43601  [47;6,6]

Deltametrina 63 —226 8 0,9984  -641,88 24,267 [-5,1; 7,7]
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9.2.3.2 Testes de Mandel, Rikilt, Areas normalizadas e Homogeneidade de
varidancias
A semelhanca da validacdo do método de UPLC-MS/MS, estes testes serviram

para reforcar a validacdo da curva de calibracdo e dar cumprimento a norma 1SO 8466-1.

O resultado da aplicacdo destes testes encontra-se na Tabela 9.12 e Figura 9.15,
sendo que a aplicagéo destes se encontra nos Anexos VIl a XI.

Como é possivel observar pela Tabela 9.12, todos os pesticidas passaram no teste
de Mandel, sendo que nenhum passou no teste de homogeneidade de variancias, o que
seria de esperar devido a ampla gama de linearidades que se validou. Apenas o0s pesticidas
aclonifena e iprodiona passaram nos testes de Rikilt e areas normalizadas. No entanto,
devido a estes terem passado nos testes de linearidade iniciais considerou-se ser suficiente
para a validagdo das curvas de calibracdo, sendo sempre necessario executar uma curva

de calibracdo sempre que se execute o método em rotina.

Tabela 9.12: Resultados da aplicacéo dos testes de Mandel e homogeneidade de variancias.

Teste de Homogeneidad Teste de Rikil Teste das areas
Pesticidas Mandel e de variancias este(;) Kt ormalizadas
(0]
Fosoon-3) VT Fogoe PG (%)
Dicofol 5,32 3,36 8,65 [92; 112] [84; 103]
Aclonifena 5,32 3,72 27,05 [95; 106] [96; 107]
Quinoxifena 5,32 4,99 6,12 [89; 125] [72; 102]
Iprodiona 532 023 23 11249  [92;105] [96; 109]
Clpermetrina ¢ o7 343 50,95  [87:110] [95: 120]
total
Deltametrina 6,61 4,18 80,34 [81; 114] [100; 142]
Teste RIKILT - Aclonifena Teste das Areas Normalizadas - Aclonifena
115 - 115 -
110 - § -
8
I b = 105 -
_i:— 100 - e % o 9 g g
S g e o ° o E 0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0
o 95 -
90 A Tou
g . ) . , , > 90 ~
10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 85 J
Concentragdo (ug/l) Concentragdo (ug/l)

Figura 9.15: Representacdo do resultado dos testes de Rikilt (esquerda) e areas normalizadas (direita) para o pesticida aclonifena.
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9.2.3.3 Precisdo

Este ensaio foi realizado em quatro gamas de concentracao, referentes aos padrdes
de calibracdo dos extremos das duas gamas de trabalho definidas, tendo sido executados
10 ensaios para cada um destes padrdes de calibracéo.

Os resultados deste estudo estdo no Anexo IV estando apresentado na Tabela 9.13
o coeficiente de variacdo correspondente ao limite inferior da gama de trabalho de cada
pesticida. Com este estudo verificou-se que o detetor possui muito boa repetibilidade para

todos os pesticidas em ambos os extremos da gama de trabalho.

Esta avaliacdo também foi executada para os 2 picos da deltametrina
separadamente, tendo-se observado que ambos os picos apresentam boa repetibilidade
individualmente. O mesmo foi avaliado para os picos da cipermetrina, para 0s quais,

embora estando coeluidos, foi também possivel verificar a sua muito boa repetibilidade.

Tabela 9.13: Coeficiente de variacéo obtido pelo estudo de repetibilidade (n =10) para a solucéo padréo de calibracéo
correspondente ao limite inferior da gama de trabalho.

Pesticidas CV (%)
Dicofol 2,81
Aclonifena 2,75
Quinoxifena 4,22
Iprodiona 1,98

Cipermetrina total 2,43
Deltametrina 3,49

9.2.3.4 Limiares analiticos

A semelhanca deste teste para a técnica de UPLC-MS/MS, os limiares analiticos
foram determinados com recurso a analise sucessiva de padrdes correspondentes ao
padrdo do limite inferior da gama de trabalho, tendo-se procedido aos calculos de acordo
com o Anexo XIlI.

Como é possivel observar na Tabela 9.14, os limiares analiticos LOD e LOQ
calculados s@o muito inferiores ao limite inferior da curva de calibracdo validada, ndo se

tendo executado quaisquer modificacdes na gama de trabalho que se pretendia validar.
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Tabela 9.14: Avaliacdo dos limiares analiticos.

Limite inferior da gama LOD LOQ CV  Erro relativo

Pesticidas de Linearidade (ug/l)  (ug/)  (ug/l) (%) (%)
Dicofol 51 0,54 1,8 4,3 —-18
Aclonifena 50 0,50 1,7 3,4 -4,3
Quinoxifena 20 0,94 3,1 7,3 -15
Iprodiona 50 1,3 4,5 1,8 22
Cipermetrina 50 29 9.6 17 10
total
Deltametrina 63 4.4 15 2,1 8,6

9.2.4 Ensaios de Recuperacao

Os ensaios de recuperacdo foram executados recorrendo inicialmente a técnica de
SPE, tendo-se executado um ensaio de LLE devido a se verificar um elevado nimero de
interferentes quando se executou SPE como método de preparacdo da amostra. Deste
ensaio foi possivel executar a comparacdo entre estas duas técnicas de extracdo. Na

restante fase do trabalho foi utilizado o0 SPE como método de preparacdo da amostra.

9.2.4.1 Escolha do cartucho de extracdo em fase sélida para o método de SPE.
Inicialmente testou-se 0 método existente para pesticidas organoclorados, com o
cartucho Oasis HLB de 200 mg, devido a este ser o tipo de cartucho padrdo para extracdo

de pesticidas em amostras de agua, sendo utilizado agua ultrapura como amostra.

Devido as baixas recuperaces para alguns pesticidas, testaram-se 2 outros
cartuchos de SPE, o cartucho Isolute C18 (EC) de 1 g e 0 Chromabond HR-P de 500 mg,
podendo-se observar na Figura 9.16 os resultados obtidos por este estudo.
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Comparagdo da eficiéncia dos cartuchos de SPE avaliados em agua
ultrapura

140

120

g 100
IO

S 80
©
o

9 60
3

o 40
o

20

0

Dicofol Aclonifena Quinoxifena Iprodiona Cipermetrina Deltametrina
total
HIsolute C18 (EC), 1 g H Chromabond HR-P, 500 mg H Oasis HLB, 200 mg

Figura 9.16: Recuperacao média para os cartuchos de SPE avaliados em &gua ultrapura.

Devido ao cartucho Oasis HLB proporcionar recuperac@es satisfatorias para todos
0s pesticidas, exceto para o dicofol, e com um coeficiente de variagdo mais pequeno para
todos os pesticidas, decidiu-se utilizar este cartucho. No entanto, depois de se testar com
uma amostra de agua para consumo humano e se ter obtido muito baixas recuperagdes,
reavaliou-se o uso do cartucho de Isolute C18 (EC), devido a este ter demonstrado boas
recuperacdes para alguns dos pesticidas no ensaio em agua ultrapura, mas com maior
coeficiente de variagdo que o cartucho Oasis HLB.

A Figura 9.17 permitiu avaliar os resultados deste estudo em &gua para consumo
humano, tendo-se decidido no final utilizar o cartucho Isolute C18 (EC) de 1 g.

Estudo do cartucho de SPE em agua para consumo humano

120,0

__100,0
&

o 80,0
ug
O

®© 60,0
[}
Q

3 40,0
Q

0,0

Dicofol Aclonifena Quinoxifena Iprodiona Cipermetrina Deltametrina
total
Hlsolute C18 (EC),1g H Oasis HLB, 200 mg

Figura 9.17: Recuperacdo média para os cartuchos de SPE Isolute C18 (EC) de 1 g e Oasis HLB de 200 mg em agua
para consumo humano.
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9.2.4.2 Estudo dos interferentes

Devido a existéncia de uma grande interferéncia por parte de outras substancias
presentes na amostra, 0 que impossibilitaria a observacdo dos picos dos pesticidas em
amostras de aguas superficiais e subterraneas (Figura 9.18), avaliou-se por um lado a
utilizacdo da técnica de LLE para o processo de extracdo, e por outro a utilizagdo de um

passo de limpeza do extrato obtido com a técnica de SPE.

Como se pode verificar pela Figura 9.18 A/B e C/D, este problema nédo é tdo
prevalente em amostras de dgua para consumo humano, sendo possivel identificar os
picos da fortificacdo desta (Figura 9.18 B). No entanto, como se pode observar pelo
branco de agua superficial (Figura 9.18 C) e a fortificacdo de dgua subterranea (Figura

9.18 D), o efeito de matriz mascara completamente os picos dos pesticidas.

Note-se que a detecdo de cipermetrina e deltametrina no branco de agua para
consumo humano nédo € significativa, sendo inferior a 10 % da area do padrdo de
calibracdo mais baixo, e devendo-se possivelmente a contaminagéo no processo de SPE,
uma vez que a concentracdo destes pesticidas na fortificacdo € muito elevada.
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Figura 9.18: Cromatogramas de amostras extraidas por SPE. A) Branco de agua para consumo humano, B)
Fortificagdo de 4gua para consumo humano, C) Branco de agua superficial, D) Fortificagdo de agua subterranea.
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9.2.4.2.1 Método de extracao liquido-liquido

O estudo de LLE consistiu numa Unica série de trabalho que incidiu sobre agua

para consumo humano, tendo-se preparado 3 recuperagdes e 1 ensaio de uma amostra da
mesma matriz.

Como se pode verificar por comparacdo entre as Figuras 9.18 B e 9.19 B
conseguiu-se melhorar um pouco o problema dos interferentes, o que provavelmente se
deve a este tipo de extracdo ndo ser tdo eficiente para a extracdo dos interferentes. A
aparente linha de base bem definida do branco para a mesma matriz (Figura 9.19 A),

deve-se ao efeito da escala do cromatograma devido a um pico desconhecido muito
intenso.
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Figura 9.19: Cromatogramas do método de LLE. A) Branco de agua para consumo humano; B) Fortificagdo em
agua para consumo humano.

No entanto, este método também se revelou pouco eficiente para a extragdo de
varios pesticidas. Como se pode observar na Figura 9.20 a recuperacéo para os pesticidas

iprodiona e quinoxifena foi muito baixa, sendo esta também inferior a 50 % para o
pesticida dicofol.
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Recuperagao média para a matriz: agua para consumo humano
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total

Recuperagao (%)

Figura 9.20: Recuperacao média do método de LLE para a matriz: agua para consumo humano.

9.2.4.2.2 Comparacao dos métodos de SPE e LLE

Comparando as recuperacfes obtidas para ensaio de LLE com as recuperacdes
obtidas com o cartucho de SPE Isolute C18 (EC), 1 g para a matriz de 4gua para consumo
humano, pode-se verificar que o método de SPE seria mais eficiente que o método de

LLE para a maioria dos pesticidas (Figura 9.21).

Comparacao das recuperagdes obtidas para o método de LLE e SPE

10 para a matriz: agua para consumo humano
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mLLE HSPE total
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o

Figura 9.21: Comparagao entre as recuperacdes obtidas para o ensaio teste de LLE e de SPE com o cartucho Isolute
C18 (EC), 1 g.

Por outro lado o extrato obtido pelo método de LLE proporcionou cromatogramas
com uma linha de base melhor definida (Figura 9.19) do que a linha de base do
cromatograma obtido para o extrato obtido pelo método de SPE (Figura 9.18). Este facto
deve-se em parte, a técnica de SPE ser mais eficiente na extragdo, sendo esta eficiéncia
tanto para os pesticidas como para os interferentes.

Com base nestes resultados, maior eficiéncia de recuperagdo com a técnica de SPE
mas maior indefinicéo da linha de base, avaliou-se a possibilidade de utilizar um método
de limpeza do extrato do SPE de forma a melhorar aquele ultimo ponto.
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9.2.4.2.3 Processo de limpeza para o extrato de SPE

O processo de limpeza do extrato de SPE encontra-se descrito no Capitulo 8.7.2.1.
Como se pode observar pelos cromatogramas de extratos filtrados na Figura 9.23 e
comparando com a Figura 9.18, este filtro foi significativamente eficaz na redugéo do

efeito dos interferentes, tendo-se decidido aplica-lo a todas as amostras.

No entanto, devido a influéncia que este demonstrou ter nos resultados para a
matriz de dgua para consumo humano (Figura 9.22), e de se ter considerado ndo ser
estritamente necessario o passo de limpeza do extrato para esta matriz (Figura 9.18),
decidiu-se que o passo de limpeza do extrato sé seria aplicado a matrizes de agua

superficial e subterranea.

Comparagao do extrato filtrado e nao filtrado em agua para
100 consumo humano
H Gama baixa -
ndo filtrado
;\? 80
-~ H Gama baixa -
2 filtrad
wg 60 iltrado
g I
7] H Gama alta -
% 40 nao filtrado
Q
e 20 HGama alta -
filtrado
0
Dicofol Aclonifena Cipermetrina total Deltametrina

Figura 9.22: Comparacédo da recuperagdo com e sem filtracdo do extrato de SPE em amostras de agua para consumo
humano. Gama baixa: aclonifena e dicofol = 0,007 ug/l,cipermetrina total e deltametrina = 0,030 pg/l; Gama alta:
aclonifena e dicofol = 0,014 pg/l, cipermetrina total e deltametrina = 0,060 pg/l.
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Figura 9.23: Cromatogramas do extrato de SPE filtrado. A) Branco de agua subterranea, B) fortificacdo de agua
subterranea, C) Branco de agua superficial, D) Fortificacdo de agua superficial.
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9.2.4.3 Ensaio de recuperacdo

Para este fim dever-se-ia proceder pelo menos a 6 — 10 recuperacdes
independentes para uma gama de concentragbes proxima do minimo da curva de
calibracdo e para uma concentracdo intermédia. No entanto apenas se realizaram 11
recuperacdes para a gama baixa e alta de 4gua para consumo humano e 6 recuperacoes
para a gama baixa de concentracGes nas matrizes agua subterranea e agua superficial,

devido a constrangimentos de tempo e elevado volume de amostra necessario.

Com estes ensaios foi possivel verificar que as recuperagdes para 0s pesticidas
aclonifena, deltametrina e dicofol e ndo variam muito de matriz para matriz, mesmo tendo
em conta o passo de limpeza do extrato para as amostras de agua subterranea e superficial.
Por outro lado, para o pesticida cipermetrina total verificou-se que para as matrizes que
necessitam do passo de limpeza as recuperacdo € mais baixa, podendo este facto ser
devido ao filtro reter parcialmente este pesticida. No entanto, ndo foi feito qualquer
trabalho no sentido de avaliar e minimizar esta potencial influéncia do filtro utilizado
devido a constrangimentos de tempo e também porque as recuperacBes médias se

mostraram minimamente aceitaveis.

Ensaios de recuperacgao para as varias matrizes
100

H Agua de consumo
80 humano (gama baixa)

# Agua de consumo
60
humano (gama alta)
40 H Agua Superficial
(gama baixa)
20 H Agua Subterranea
(gama baixa)
0

Dicofol Aclonifena Cipermetrina total Deltametrina

Recuperagao (%)

Figura 9.24: Recuperagdo media de cada pesticida em cada uma das matrizes avaliadas. Gama baixa: aclonifena e
dicofol = 0,007 pg/l,cipermetrina total e deltametrina = 0,030 pg/l; Gama alta: aclonifena e dicofol = 0,014 pgl/l,
cipermetrina total e deltametrina = 0,060 pg/l.
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Tabela 9.15: Dados da representacéo grafica da Figura 9.24.

Agua para consumo  Agua para consumo

Agua Superficial Agua subterranea
humano humano (gama baixa) (gama baixa)
Pesticida (gama baixa) (gama alta) g g
N° Média CV N° Média CV N©° Média CV N° Média CV
analises (%) (%) analises (%) (%) andlises (%) (%) analises (%) (%)
Dicofol 10 62 6,4 9 69 6,5 5 53 9,6 6 63 8,9
Aclonifena 11 62 13 9 66 8,7 5 61 5,6 5 71 4,2
Cipermetrina 7111 9 64 80 5 54 98 5 53 34
total
Deltametrina 11 85 11 9 82 7,5 5 69 7,8 5 73 4,3

9.2.5 Limite de quantificacdo do método
Devido ao método recorrer a uma técnica de extracdo, o limite de quantificacéo
do método tem em conta a eficiéncia das recupera¢ées bem como o fator de concentragédo

utilizado na extracéo.

Neste método a extracdo e concentracdo sdo feitas passando de 2 | de amostra para
0,5 ml de extrato para analisar. Como tal o extrato é 4000 vezes mais concentrado do que

a amostra real.

Os valores do limite de quantificacdo do método analitico estdo apresentados na
Tabela 9.16, sendo apresentados dois valores diferentes para o pesticida cipermetrina total
devido a este apresentar valores de recuperacdo significativamente diferentes para a
matriz de &4gua para consumo humano, em relacéo as outras matrizes. Para os pesticidas
aclonifena, deltametrina e dicofol apresenta-se o valor global do método devido a ndo
existir uma grande variacdo nas recuperacoes destes pesticidas. O elevado erro relativo
para a maioria dos pesticidas deve-se essencialmente as baixas recupera¢cfes, uma vez

que o calculo deste ndo tem em conta a recuperacdo média de cada pesticida.

Os LOQ obtidos para os pesticidas estudados sdo inferiores ao critério de
aceitacdo referido para o LOQ de pesticidas de acordo com o valor paramétrico de 0,1
pg/l do Decreto-Lei 306/2007 de Agosto relativo a agua para consumo humano. No caso
da aplicabilidade deste método para analise de aguas superficiais e subterraneas (Diretiva
2013/39/EU de 12 de Agosto), o LOQ obtido € inferior ao critério de aceitacdo (30 %)
definido para o0 NQA estabelecido para o pesticida aclonifena. Os Unicos pesticidas que
ndo cumprem o criterio de aceitacdo do LOQ para o dicofol e cipermetrina total. O LOQ
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destes pesticidas é também superior ao valor da NQA estabelecida na Diretiva
2013/39/EU de 12 de Agosto.

Devido a gama de recuperagdes obtidas definiu-se que o intervalo de aceitacéo

para as recuperacgdes deste método seria de 70 % 20 %.

Tabela 9.16: Limite de quantificacdo do método analitico.

Padrdo inferi L L
- . adrdo inferior Fator de Recuperacéo oQ . °Q Ccv
Pesticidas Matriz da gama de concentracio  média (%) real Ajustado (%)
trabalho (ug/l) ¢ /) (ug/)

Dicofol Todas 5,10 61 0,003 - 12
Aclonifena Todas 5,00 64 0,003 - 12
_ ) Superficial e

Clpetrr:eltnna Subterranea 500 4000 54 0,027 0,030 7,1
ota

Consumo 71 0,020 11

Deltametrina Todas 63,0 78 0,022 0,030 13
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9.2.6 Incerteza do método

A incerteza deste método foi calculada da mesma forma que para o método de
UPLC-MS/MS, sendo calculada pela propagagédo das incertezas ao longo do processo
analitico. A incerteza associada a preparacdo de padrdes para 0s pesticidas cipermetrina

foi calculada pela combinacéo da incerteza relativa a preparacédo de cada padréo.

Para os pesticidas aclonifena, dicofol e deltametrina a maior contribuicao para a
incerteza esteve associada a curva de calibracdo, sendo esta muito menor para o pesticida
deltametrina devido & concentragdo ser mais elevada para o primeiro padrdo de calibracéo
do que para os outros 2 pesticidas. Para os pesticidas cipermetrina a maior contribuigéo
foi da preparacdo dos padrdes de calibracdo. Isto deveu-se a que esta incerteza engloba
todas as incertezas associadas a 4 formulagdes diferentes, tendo-se executado um maior
namero de passos na preparacdo da solucdo conjunta para este pesticida, o que confere
um maior nimero de fontes de incerteza do que para os restantes pesticidas.

A incerteza para os pesticidas dicofol e aclonifena é mais elevada do que para 0s
outros dois pesticidas. Isto deve-se a estes estarem numa concentragdo mais baixa que 0s

outros pesticidas.

Tabela 9.17: Incerteza do método analitico.

Incerteza associada Incerteza associada Incerteza

a preparacdo dos ainterpolacdo na associada a Incerteza

Pesticidas Prep ~ ¢ P (; ~ . expandida

padrdes de curva de calibracao precisao (k =2) (%)

calibracao (%) (%) intermédia (%) - °
Dicofol 2,49 13,5 1,36 27,6
Aclonifena 2,18 13,7 1,19 27,8
Cipermetrina 5,65 413 0,77 14,1

total

Deltametrina 0,80 4,64 1,08 9,66
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10 Conclusoées e perspetivas futuras

Com o trabalho desenvolvido foi possivel validar dois métodos de ensaio, um por
UPLC-MS/MS para 6 pesticidas (azoxistrobina, diclorvos, etoprofos, metomil, ometoato
e terbutrina), e outro por GC-ECD para 4 pesticidas (aclonifena, cipermetrina total,

deltametrina e dicofol), aos quais ndo foi possivel aplicar o primeiro método.

Ao longo da validacdo do método de UPLC-MS/MS foi possivel verificar que este
método ndo poderia ser aplicado a 6 dos 14 pesticidas (aclonifena, cipermetrina total,
deltametrina, dicofol, iprodiona e quinoxifena) que constituiam o grupo de trabalho, tendo

estes constituido o grupo de trabalho de GC-ECD.

Assim, do grupo de trabalho de partida, constituido por 14 pesticidas, apenas ndo

foi possivel validar um método analitico para 4 pesticidas.
10.1 UPLC-MS/MS

A gama de trabalho validada para 0 método de UPLC-MS/MS para 7 pesticidas
(azoxistrobina, diclorvos, etoprofos, metomil, ometoato e terbutrina e tiodicarbe) foi de
aproximadamente 0,016 a 0,1 pg/l, sendo a gama validada para o pesticida bifenox de 12
a 100 pg/l. A gama de linearidade apresenta para todos os pesticidas um coeficiente de
correlacdo linear superior a 0,995, residuos inferiores a £15%, passando também nos
testes de Mandel, Rikilt e areas normalizadas. O pesticida ometoato foi, no entanto, o
Unico a passar no teste de homogeneidade de variancias. Por outro lado, a curva de
calibracdo apresentou para todos os compostos um coeficiente de variacdo inferior a 15%

para a razéo de confirmacéo.

A repetibilidade é bastante boa para a maioria dos pesticidas, apresentando um
coeficiente de variacao inferior a 15 %. No que diz respeito a razdo de confirmacéo, o
coeficiente de variacdo foi inferior a 15 % para a maioria dos pesticidas. Apenas 0s
pesticidas azoxistrobina e bifenox apresentaram um coeficiente de variagéo inferior a 20
%. Este valor é, no entanto, aceitavel em face da muito boa repetibilidade apresentada

para a transicao de quantificagéo.

O método cromatografico apresenta um tempo de corrida de 8 minutos, o que
tendo em conta o equipamento utilizado, € um bom tempo de corrida, permitindo sessfes

de trabalho bastante curtas.
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O método de preparacdo de amostras desenvolvido demonstrou resolver de forma
muito satisfatdria o efeito de matriz inicialmente verificado, possibilitando recuperagdes
em geral superiores a 80 % para 6 dos pesticidas nas varias matrizes estudadas. Para além
da elevada recuperacdo, este método também apresentou um coeficiente de variagdo
global do método para cada pesticida significativamente inferior a 15 %, sendo igual ou

inferior a 7 % para 5 dos 6 pesticidas.

Por ndo ter sido possivel atingir o limite de quantificacdo exigido pela norma de
qualidade ambiental (NQA) imposta pela Diretiva 2013/39/EU de 12 de Agosto para o
pesticida bifenox e devido a elevada supressdo ionica observada para o pesticida

tiodicarbe, o seu estudo foi abandonado ao longo da validacdo do método analitico.

De forma a garantir uma boa margem de seguranca na quantificacédo, ou seja, para
garantir que se trabalha sempre dentro da curva de calibracdo validada, o limite de
quantificacdo para os 6 pesticidas (azoxistrobina, diclorvos, etoprofos, metomil, ometoato
e terbutrina) foi majorado para 0,05 pg/l, aceitando-se recuperacoes de 70 a 120 % para
ensaios de recuperacdo. Isto possibilita atingir um valor de 50 % do valor paramétrico ou
NQA imposto pela legislacdo para os varios pesticidas. O Unico pesticida que néo
cumpriu a NQA imposta pela Diretiva 2013/39/EU de 12 de Agosto, em &guas
superficiais, foi o pesticida diclorvos.

Na estimacéo de incertezas verificou-se que a incerteza expandida para os varios

pesticidas é bastante aceitavel, sendo préxima ou inferior a 20 %.

O método desenvolvido com a técnica de UPLC-MS/MS apresenta elevada
exatidao para os pesticidas diclorvos e terbutrina, como foi verificado pela analise de dois
materiais de referéncia certificados (MRC), para 0s quais se observaram erros relativos
inferiores a 10% e também pela participagdo em um ensaio interlaboratorial para o
pesticida terbutrina onde se obteve um z-score de -1,31.
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Em relacdo aos pesticidas bifenox e tiodicarbe que foram abandonados na fase
final da validagdo do método experimental, embora ndo validados, entraram em testes
preliminares de SPE que demonstraram ser promissores, ndo so para estes, bem como
para alguns dos pesticidas presentes no método validado. Assim, o desenvolvimento de
um meétodo SPE como método de extracdo podera no futuro permitir a analise destes 2
pesticidas bem como ainda baixar o limite de quantificacdo para alguns dos pesticidas do
método validado neste trabalho.

10.2 GC-ECD

Para a técnica de GC-ECD avaliaram-se 2 colunas cromatogréaficas, tendo-se
optado pela coluna Phenomenex Zebron ZB-MultiResidue-2 de 30 m com 0,320 mm de

didametro interno e 0,25 um de espessura de fase estacionaria.

A gama de trabalho validada para esta técnica é muito variada em relacdo a gama
de concentragdes, sendo que todas apresentaram um coeficiente de correlacdo linear
superior a 0,995, bem como residuos inferiores a +15 %. Todas as curvas passaram no
teste de Mandel.

Apenas os pesticidas aclonifena e iprodiona passaram nos testes de Rikilt e &reas

normalizadas, ndo passando nenhum no teste de homogeneidade de variancias.

A repetibilidade obtida para todos os pesticidas estudados a uma concentragédo
equivalente ao padrdo do limite inferior da gama de trabalho apresenta um coeficiente de

variacdo muito inferior a 15 %.

Na otimizacdo do método cromatografico para a analise destes pesticidas
conseguiu-se tempos de corrida de 33 minutos. Face ao método cromatogréfico, pode-se
considerar que o tempo de corrida cromatografica obtido é muito razoavel.

Quanto a preparacdo de amostras, avaliaram-se 3 cartuchos de SPE, e ainda o
método de LLE devido ao elevado nimero de interferentes extraidos pelo método de SPE.
No entanto, ap6s varios estudos, optou-se pelo método de SPE utilizando o cartucho
Isolute C18 (EC) com 1 g de enchimento, seguido de um processo de limpeza do extrato
obtido.
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No processo de desenvolvimento do método de preparacdo de amostra observou-
se que as varias opgOes avaliadas apresentavam recuperacfes muito baixas (< 50 %) para
0s pesticidas quinoxifena e iprodiona, tendo estes sido abandonados.

Para os pesticidas dicofol e aclonifena obteve-se uma recuperacdo de
aproximadamente 60 % para o global das matrizes em estudo, com um coeficiente de
variacdo inferior a 15 %. O limite de quantificacdo do método validado para estes
pesticidas é de 0,003 pg/l, sendo este muito inferior a 30 % do valor paramétrico (0,1 pg/I
para pesticidas individuais) imposto pela legislacdo nacional das &guas de consumo
humano. No entanto, este limite de quantificacdo néo € suficientemente baixo para atingir
a NQA imposta pela Diretiva 2013/39/EU de 12 de Agosto, para o pesticida dicofol
(1,3x107 pg/l), em aguas superficiais.

Para o pesticida cipermetrina total obteve-se uma percentagem de recuperacao
muito diferente para a matriz de 4gua para consumo humano em relacdo as matrizes de
agua superficial e subterranea. As percentagens de recuperacao foram significativamente
inferiores para as matrizes de agua superficial e subterranea. Assim, de forma a conseguir
uma uniformizacdo para as varias matrizes, majorou-se o limite de quantificacdo do
método para 0,03 ug/l. Este limite de quantificacdo permite atingir 30 % do valor
paramétrico imposto pela legislacdo nacional das &guas de consumo humano. No entanto,
este limite de quantificacdo néo é suficientemente baixo para atingir a NQA imposta pela
Diretiva 2013/39/EU de 12 de Agosto para o pesticida cipermetrina total (6 x 10 pg/l),

em aguas superficiais.

Para o pesticida deltametrina obteve-se uma recuperacdo de aproximadamente 80
% para o global das matrizes em estudo, com um coeficiente de variacao inferior a 15 %.
O limite de quantificacdo do método validado para este pesticida é de 0,022 pg/l, sendo
majorado para 0,03 pg/l, em linha com o limite do método para o pesticida cipermetrina
total. Este é igual a 30 % do valor paramétrico imposto pela legislacdo nacional das dguas
de consumo humano. No caso da Diretiva 2013/39/EU de 12 de Agosto, ndo existe uma

NQA definida para este pesticida.

Como forma de concluir a validacdo deste método analitico seria necessario a
realizacdo de mais ensaios de recuperacdo, bem como a participacdo em ensaios

interlaboratoriais para averiguar a exatiddo do método.
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Em futuros estudos devem de ser otimizados novos métodos de ensaio que
permitam a analise dos pesticidas bifenox, cipermetrina total, dicofol, diclorvos,
iprodiona, quinoxifena e tiodicarbe de modo a cumprir as especificacfes exigidas pela

Diretiva 2013/39/EU de 12 de Agosto, para aguas superficiais.
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AnNexos

Anexol Legislacao

Apresenta-se de seguida um excerto da Diretiva 2013/39/EU, que define normas
de qualidade ambiental (NQA) para substancias consideradas como poluentes prioritarios
que devem de ser monitorizadas em &gua superficial (NQA-MA e NQA-CMA
concentracdo em pg/l, NQA Biota em pg/kg peso humido).

Jornal Oficial da Unido Europeia
(n 2 ) 4+ (5 (6) {7) %
NQA-MA (1) N‘?('\." “"3.“' NQA-CMA (%) -
N2 |Nome da subsuincda| Nimero CAS {4 OQutras dguas Dpus 8 OQutras dguas N £
SRR SN superficie do- o el Biota ()
- e superficie e, , e superficie
imenores {4) intersores {1)
(27) Pentadorofenol | 87-86-5 0,4 04 1 1
(28) Hidrocarbone- Nio Nio Nio Nio Nio
tos aromdticos | aplicavel aplicivel aplicdvel aplicdvel aplicavel
polidclicos
(HAP) (17)
Benzofa)pireno | 50-32-8 1,7 x 1074 1,7 % 1074 027 0027 5
Benzo(b)fluo- 205-99-2 Ver nota 11 | Ver nota 11 | 0017 0017 Ver nota 11
ranteno
Benzo(k)fluo- 207-08-9 Ver nota 11 | Ver nota 11 | 0017 0017 Ver nota 11
ranteno
Benzo(g h.i}-pe- | 191-24-2 Ver nota 11 | Ver nota 11 | 82 x 1077 82 x107" Ver nota 11
rileno
Indeno(1,2,3- 193-39-5 Ver nota 11 | Ver nota 11 | Nio Nio Ver nota 11
<d)-pireno aplicdvel aplicivel
(29) Simazina 122-34-9 1 1 4 -
(29-A) | Terracloroetile- 127-18-4 10 10 Nio Nio
no (') aplicdvel aplicavel
(29-B) | Tricloroetile- 79-01-6 10 10 Nio Nio
no (7) aplicdvel aplicavel
(30} Compostos de 36643-28-4 0.0002 0.0002 0.0015 0.0015
ributilestanho
(catido tributi-
lestanho)
(31) Triclorobenze- 12002-48-1 0.4 04 Nio Nio
nos aplicavel aplicavel
(32) Triclorometano | 67-66-3 25 25 Nio Nio
aplicivel aplicivel
(33) Trifluralina 1582-09-8 0.03 003 Nio Nio
aplicivel aplicavel
(34) | Dicofol 115-32-2 1.3x 1073 32x10° | Nao Nio 33
aplicavel () | aplicivel (")
(35) | Acido perfluo- | 1763-23-1 6.5x107" 13= 10" 36 7.2 9.1
rooctanossulfo-
nico ¢ seus de-
rivados (PFOS)

Quinoxifena 124495-18-7
| | ! 1 ! | !
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Continuacao:
(1) 12) 13 ) {5 L] (7) (8)
NOQA-MA () r o | moa-onma ) "
ne |n da substinci . - gguas de QA M,A “ Aguas de NQA-CMA ) NOA
A jome da substincia | Numero CAS () N Qutras dguas . Qutras aguas S
superficie 4 rfici superficie 4 cfici Biota (%)
- - 1 2 uperiicie N - % £ Superficis
interiores (7} interiores (7
(37) Dioxinas e Ver nota de Nio Nio Soma
compostos se- | rodapé 10 do aplicdvel aplicdvel PCDD + PCDF
melhantes a Anexo X da + PCB-DL
dioxinas Diretiva 0,0065 pgke™
2000/60/CE TEQ (1)
(38) | Aclonifena 74070-46-5 | 0,12 0,012 0,12 0,012
(39) | Cipermetrina 42576-02-3 | 0,012 00012 0,04 0,004
(40) | Cibutrina 28159-98-0 | 0,0025 0,0025 0016 0016
(41) | Cipermetrina 52315-07-8 |8 =107 8% 107° 6 %107 6% 107
(42) | Diclorvos 62-73-7 6 %107 6= 107 7107 7 %107
{43) | Hexabromoci- Ver nota de 0,0016 0.0008 0.5 0,05 167
clododecano rodapé 12 do
(HBCDD) Anexo X da
Diretiva
2000/60/CE
(44) | Heptacloro e 76-44-8] 2 %107 1% 107 3107 3107 6,7 %107
heptacloro epe- | 1024-57-3
xido
I (43) | Terbutrina 886-50-0 0,065 0.0065 0,34 0,034 I

Apresenta-se de seguida o Decreto-Lei N.° 306/2007 que estabelece os parametros

de qualidade para agua para consumo humano. (unidades em pg/l)

Parametro Valor paramétrico Unidade Observagbes
Acrilamida 0,10 ug/l V.n. 1.
Antimoénio 5,0 ug/l Sb
Arsénio 10 ug/l As
Benzeno 1,0 ua/l
Benzo(a)pireno 0,010 ug/l
Boro 1,0 mg/I B
Bromatos 25 (de 25 de Dezembro de Hg/l BrOs Vv.n. 2
2003 até 25 de Dezembro
de 2008).
10 (apos 25 de Dezembro
de 2008).
Cadmio 5,0 Hg/l Cd
Cromio 50 ug/l Cr v.n. 3.
Cobre 2,0 mg/I Cu V.n. 3.
Cianetos 50 Hg/1Cn
1,2 dicloroetano 3,0 uag/l
Epicloridrina 0,10 ug/l V.n 1.
Fluoretos 1,5 mg/I F
Chumbo 25 (de 25 de Dezembro de ug/i Pb V.n.3e4
2003 até 25 de Dezembro
de 2013).
10 (apos 25 de Dezembro
de 2013).
Mercirio 1 ug/I Hg
Niquel 20 ug/I Ni v.n. 3.
Nitratos 50 mg/l NO:= V.n. 5.
Nitritos 0,5 mg/l NO= V.n. 5.
IPes(icida individual 0,10 HE:I V. & 6e7. I
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Anexo Il Informacao geral de cada pesticida, solvente e

reagentes[IS][IB][36] [371[38]

Aclonifena
CAS n° 74070-46-5
Formula Quimica: C12HgCIN2O3 Cl
Massa Molecular: 264,66 g/mol O\@NHQ
Grupo de substancia: Eter Difenilico ©/ NO,
Classe de Pesticida: Herbicida
Classifica¢do segundo a WHO: U (improvavel que cause perigo agudo)
Concentragdo maxima admissivel em agua: 0,12 pg/l (Diretiva Europeia 2013/39/EU de 12 de

agosto de 2013); 0,1 pg/l (Decreto-Lei N° 306/2007 de 27 de agosto)

Aprovado para uso na Unido Europeia até 31/07/2019; Ndo Aprovado para o uso em Portugal.

Estado fisico: P6 amarelo
Temperatura de conservacao do padrdo comercial (°C): 20 +4

Temperatura de fusdo (°C): 81 - 82
Temperatura de ebuli¢do (°C): Decompdes antes da ebuli¢do
Constante de dissociagdo (pKa) a 25 °C: -3,15
Solubilidade a 20 °C (mg/l)
e Agua ultrapura: 1,4
e Metanol: 49200

e Acetona: 730000
e Diclorometano: -

Hazards & Precautions (H e P):

H410 Muito toxico para os organismos aquaticos com efeitos duradouros. %
P273 Evitar a libertacdo para o ambiente.
P391 Recolher o produto derramado.

P501 Eliminar o conteudo/ recipiente em instalacdo aprovada de destruicdo de residuos. N
Evitar a libertacdo para o ambiente. atencao

Persisténcia no meio aquético:
e Fotolise em &gua a pH = 7 (DTso, dias): 197
e Hidrdlise em agua a pH = 7 (DTso, dias): Estavel
e Decomposicdo no sistema agua-solo (DTso, dias): 14,3
e Decomposic¢do no sistema agua-solo, apenas fase aquosa (DTso, dias): 4,2

136



AnNexos

Azoxistrobina

CAS n°: 131860-33-8

Formula Quimica: C22H17N3Os O)'\/l\o

Massa Molecular: 403,4 g/mol CN 0 . _OCHs
Grupo de substancia: Estrobilurinas OCH;
Classe de Pesticida: Fungicida

Classificacdo segundo a WHO: U (improvavel que cause perigo agudo)

Concentracdo maxima admissivel em agua: 0,1 pg/l (Decreto-Lei N° 306/2007 de 27 de agosto)

Aprovado para uso na Unido Europeia até 31/12/2021; Aprovado para o uso em Portugal.

Estado fisico: P6 branco
Temperatura de conservacao do padrdo comercial (°C): 20 +4

Temperatura de fusdo (°C): 118 — 119

Temperatura de ebuligdo (°C): 360

Constante de dissociagdo (pKa) a 25 °C: - (N&o se dissocia)
Solubilidade a 20 °C (mg/l):

e Agua ultrapura: 6,7

e Metanol: 20000

e Acetona: 86000

e Diclorometano: Muito soltvel

Hazards & Precautions (H e P):

H331 Toxico por inalagéo. % %
H410 Muito toxico para os organismos aquaticos com efeitos duradouros.

P261 Evitar respirar as poeiras/fumos/gases/névoas/vapores/aerossois.

P321 Tratamento especifico (ver no presente rétulo).

P311 Contacte um CENTRO DE INFORMAQAO ANTIVENENOS ou um médico.
P304+340 EM CASO DE INALACAO: retirar a vitima para uma zona ao ar livre e manté-la em
repouso numa posicdo que ndo dificulte a respiracao.

P405 Armazenar em local fechado a chave.

P501 Eliminar o contedo/ recipiente em instalacéo aprovada de destrui¢do de residuos. Evitar a
libertacdo para 0 ambiente.

perigo

Persisténcia no meio aquético:
e Fotolise em dgua a pH = 7 (DTso, dias): 8,7
e Hidrdlise em agua a pH = 7 (DTso, dias): Estavel
e Decomposi¢do no sistema &gua-solo (DTso, dias): 205
e Decomposi¢do no sistema &gua-solo, apenas fase aquosa (DTso, dias): 6,1
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Bifenox
CAS n°: 42576-02-3
Formula Quimica: C14HgCI.NOs o] Cl
Massa Molecular: 342,1 g/mol ~0 0
Grupo de substancia: Eter Difenilico
OsN Cl

Classe de Pesticida: Herbicida
Classificag¢do segundo a WHO: U (improvavel que cause perigo agudo)

Concentragdo maxima admissivel em agua: 0,012 pg/l (Diretiva Europeia 2013/39/EU de 12 de
agosto de 2013)

Aprovado para uso na Unido Europeia até 31/12/2018; N&o Aprovado para o uso em Portugal.

Estado fisico: Liquido amarelo palido
Temperatura de conservacao do padrdo comercial (°C): 20 +4

Temperatura de fuséo (°C): 87

Temperatura de ebuli¢do (°C): Decompdes antes da ebuli¢do
Constante de dissociagdo (pKa) a 25 °C: - (N4o se dissocia)
Solubilidade a 20 °C (mg/l):

e Agua ultrapura: 0,1

e Metanol: 23000

e Acetona: 400 g/kg

¢ Diclorometano: 1000000

Hazards & Precautions (H e P): 3!.

H410 Muito téxico para 0s organismos aquaticos com efeitos duradouros.

P273 Evitar a libertacdo para o ambiente.

P391 Recolher o produto derramado. Atencéo

P501 Eliminar o conteudo/ recipiente em instalagdo aprovada de destrui¢do de residuos.

Evitar a libertagdo para o ambiente.

Persisténcia no meio aquatico:
e Fotdlise em dgua a pH = 7 (DTso, dias): 2,2
e Hidrdlise em &dgua a pH = 7 (DTso, dias): 265 (pH =7); 4 (pH =9)
e Decomposigdo no sistema agua-solo (DTso, dias): 0,11
e Decomposi¢do no sistema &gua-solo, apenas fase aquosa (DTso, dias): -
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Cipermetrina
CAS N°: 52315-07-8
Formula quimica: C22H19C2NO3
Massa Molecular: 416,30 g/mol
Grupo de substancia: Piretroides
Classe de Pesticida: Inseticida, medicina veterinaria

Concentracéo total maxima admissivel em agua: 6 x 10~* pg/l (Diretiva Europeia 2013/39/EU
de 12 de agosto de 2013)

Aprovado para uso na Unido Europeia até 31/10/2017; Aprovado para o uso em Portugal.

cl Y
1 C')\/XHWI/O\E)CLO i CI)X/X "l]rcﬁ?@\O

1R.trans aR 1R trans aS
O CN
1R.cis <1R 1R.cis oS

18, trans aR aS
(0]

CN

1S.cis aR aS
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alfa-Cipermetrina

Composicao isomérica: Mistura racémica dos isobmeros 4 e 7.

CAS N°: 67375-30-8

Classificacdo segundo a WHO: 1l (moderadamente perigoso)

Aprovado para uso na Unido Europeia até 31/07/2017; Aprovado para o uso em Portugal.

Estado fisico: P6 branco

Temperatura de conservacgao do padrdo comercial (°C): 20 +4

Temperatura de fuséo (°C): 78 — 81

Temperatura de ebuli¢do (°C): Decompdes antes da ebuli¢do
Constante de dissociagéo (pKa) a 25 °C: 5

Solubilidade a 20 °C (mg/l):

e Agua ultrapura: 0,004 — 0,01
e Metanol: 21300

e Acetona: 620000

e Diclorometano: 550000

Hazards & Precautions (H e P): % %

H301 Tdxico por ingestéo.

H335 Pode provocar irritagdo das vias respiratdrias.

H373 Pode afectar os 6rgdos apds exposic¢do prolongada ou repetida. perigo
H410 Muito toxico para os organismos aquaticos com efeitos duradouros.
P260 N&o respirar as poeiras/fumos/gases/névoas/vapores/aerossois.
P261 Evitar respirar as poeiras/fumos/gases/névoas/vapores/aerossois.
P301+P310 EM CASO DE INGESTAO: contacte imediatamente um CENTRO DE
INFORMACAO ANTIVENENOS ou um médico.

P321 Tratamento especifico (ver no presente rétulo).

P405 Armazenar em local fechado a chave.

P501 Eliminar o contetdo/ recipiente em instalagdo aprovada de destruicdo de residuos. Evitar a
libertac&o para o ambiente.

Persisténcia no meio aquético:

e Fotolise em dgua a pH = 7 (DTxo, dias): -

e Hidrdlise em agua a pH = 7 (DTso, dias): 101 (sensivel ao pH, estavel a pH = 4, 7,3 dias
apH=9)

e Decomposi¢do no sistema &gua-solo (DTso, dias): 21

e Decomposi¢do no sistema &gua-solo, apenas fase aquosa (DTso, dias): 1,3

140



AnNexos

beta-Cipermetrina

Composicao isomérica: 2 pares enanteomericos na proporcao 2:3, isémeros 4 e 7 com isdbmeros
2eb.

CAS N°: 72204-43-4 (ou 65731-84-2)

Classificacdo segundo a WHO: NL (ndo listado)

Aguardando aprovacao para uso na Unido Europeia; Ndo Aprovado para o uso em Portugal.

Estado fisico: P6 branco

Temperatura de conservacao do padrdo comercial (°C): 20 +4

Temperatura de fuséo (°C): 64 — 71

Temperatura de ebuli¢do (°C): 253

Constante de dissociagdo (pKa) a 25 °C: - (N4o se dissocia)
Solubilidade a 20 °C (mg/l):

e Agua ultrapura: 0,9

e Metanol: 45000

e Acetona: 2102000

e Diclorometano: 3878000

Hazards & Precautions (H e P): %

H302+H332 Nocivo por ingestao ou inalaco.
H335 Pode provocar irritagdo das vias respiratdrias.
H410 Muito toxico para os organismos aquaticos com efeitos duradouros. atengéo
P261 Evitar respirar as poeiras/fumos/gases/névoas/vapores/aerossois.
P301+P312 EM CASO DE INGESTAO: caso sinta indisposicdo, contacte um CENTRO DE
INFORMA(;AO ANTIVENENOS ou um médico.

P304+P340 EM CASO DE INALACAO: retirar a vitima para uma zona ao ar livre e manté-la em
repouso numa posicdo que ndo dificulte a respiracao.

P312 Caso sinta indisposicao, contacte um CENTRO DE INFORMACAO ANTIVENENOS ou
um médico.

P405 Armazenar em local fechado a chave.

P501 Eliminar o contedo/ recipiente em instalacdo aprovada de destrui¢do de residuos. Evitar a
libertacdo para 0 ambiente.

Persisténcia no meio aquético:
e Fotolise em &gua a pH = 7 (DTso, dias): -
e Hidrdlise em agua a pH = 7 (DTso, dias): -
e Decomposigdo no sistema agua-solo (DTso, dias): 22,2
e Decomposic¢do no sistema agua-solo, apenas fase aquosa (DTso, dias): -
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teta-Cipermetrina

Composicao isomérica: Mistura racémica dos isbmeros 2 e 5.
CAS N°: 71697-59-1
Classificacdo segundo a WHO: NL (ndo listado)

Nao Listado para uso na Unido Europeia; Ndo Aprovado para o uso em Portugal.

Estado fisico: solugdo em ciclohexano

Temperatura de conservacdo do padrdo comercial (°C): 20 (no escuro)

Temperatura de fusdo (°C): 81 — 85
Temperatura de ebuli¢do (°C): -

Constante de dissociagdo (pKa) a 25 °C: - (N4o se dissocia)

Solubilidade a 25 °C (mg/l):

e Agua ultrapura: < 0,1
e Metanol: -

e Acetona: -

e Diclorometano: -

Hazards & Precautions (H e P):

H332 Nocivo por inalagio. %
H302 Nocivo por ingestdo.

H335 Pode provocar irritagdo das vias respiratdrias.

H410 Muito téxico para 0s organismos aquaticos com efeitos duradouros.

P261 Evitar respirar as poeiras/fumos/gases/névoas/vapores/aerossois.

P501 Eliminar o contetdo/ recipiente em instalacdo aprovada de destruicdo de residuos. Evitar a
libertacdo para 0 ambiente.

Persisténcia no meio aquético:
e Fotolise em dgua a pH = 7 (DTxo, dias): -
e Hidrdlise em agua a pH = 7 (DTso, dias): -
e Decomposicdo no sistema agua-solo (DTso, dias): -
e Decomposic¢do no sistema agua-solo, apenas fase aquosa (DTso, dias): -
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zeta-Cipermetrina

Composigdo Isomérica: composta pelos 4 a-esterioisomeros do carbono a-ciano
CAS N°: 1315501-18-8 (ou 52315-07-8)
Classificacdo segundo a WHO: Ib (altamente perigoso)

Aprovado para uso na Unido Europeia até 30/11/2019; Ndo Aprovado para o uso em Portugal.

Estado fisico: Liquido amarelo palido viscoso.

Temperatura de conservacao do padrdo comercial (°C): 20 +4

Temperatura de fusdo (°C): 60 — 80081, (-3)19]
Temperatura de ebuli¢do (°C): 360

Constante de dissociagdo (pKa) a 25 °C: - (N4o se dissocia)

Solubilidade a 20 °C (mg/l):

e Agua ultrapura: 0,039

e Metanol: 1000000

e Acetona: 1000000

e Diclorometano: 1000000

Hazards & Precautions (H e P): ag

H302+H332 Nocivo por ingestao ou inalacao.

H335 Pode provocar irritagdo das vias respiratdrias.

H410 Muito toxico para os organismos aquaticos com efeitos duradouros. -
P261 Evitar respirar as poeiras/fumos/gases/névoas/vapores/aerossois. atencao
P301+P312 EM CASO DE INGESTAO: caso sinta indisposicdo, contacte um CENTRO DE
INFORMA(;AO ANTIVENENOS ou um médico.

P304+P340 EM CASO DE INALACAO: retirar a vitima para uma zona ao ar livre e manté-la em
repouso numa posi¢do que nao dificulte a respiracao.

P312 Caso sinta indisposicao, contacte um CENTRO DE INFORMACAO ANTIVENENOS ou
um médico.

P405 Armazenar em local fechado a chave.

P501 Eliminar o contedo/ recipiente em instalacéo aprovada de destrui¢do de residuos. Evitar a
libertacdo para 0 ambiente.

Persisténcia no meio aquético:

e Fotolise em dgua a pH = 7 (DTxo, dias): 3,05

e Hidrdlise em dgua a pH = 7 (DTso, dias): 25 (sensivel ao pH, estavel a pH =5, varidvel a
pH=9)

e Decomposicdo no sistema agua-solo (DTso, dias): 2

e Decomposic¢do no sistema agua-solo, apenas fase aquosa (DTso, dias): 0,1
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Dicofol
CAS n°: 115-32-2
) Cl
Formula Quimica; C1sHsCisO Cl~-Cl
Massa Molecular: 370,49 g/mol OH
Grupo de substancia: Acaricida o O
Cl Cl

Classe de Pesticida: Organoclorados

Classificacdo segundo a WHO: 1l (moderadamente perigoso)

Concentragdo maxima admissivel em agua: 1,3 x 10~3 pg/l (Diretiva Europeia 2013/39/EU de
12 de agosto de 2013)

N&o Aprovado para uso na Unido Europeia; Ndo Aprovado para o uso em Portugal.

Estado fisico: Liquido castanho

Temperatura de conservacao do padrdo comercial (°C): 20 +4

Temperatura de fusdo (°C): 78,5 -79,5
Temperatura de ebulicdo (°C): Sublima a 193
Constante de dissociagéo (pKa) a 25 °C: -
Solubilidade a 20 °C (mg/l):

Agua ultrapura: 0,8
Metanol: 2750000
Acetona: 400000
Diclorometano: 2600000

Hazards & Precautions (H e P):

H302 Nocivo por ingestdo.

H312 Nocivo em contacto com a pele.

H315 Provoca irritacdo cutanea.

H317 Pode provocar uma reagdo alérgica cutanea.

H410 Muito toxico para os organismos aquaticos com efeitos duradouros.
P261 Evitar respirar as poeiras/fumos/gases/névoas/vapores/aerossois.
P280 Usar luvas de proteccdo/vestuario de proteccdo/proteccdo ocular/proteccao facial.

P321 Tratamento especifico (ver no presente rétulo).

P322 Medidas especificas (ver no presente rétulo).

P362 Retirar a roupa contaminada e lava-la antes de a voltar a usar.

P501 Eliminar o contedo/ recipiente em instalacdo aprovada de destrui¢do de residuos. Evitar a
libertacdo para 0 ambiente.

atencéo

Persisténcia no meio aquético:
e Fotolise em &gua a pH =7 (DTso, dias): 26
e Hidrdlise em dguaapH =7 (DTso, dias): 3,3 (sensivel ao pH, 80 dias a pH =5, 26 minutos
apH =9)
e Decomposic¢do no sistema agua-solo (DTso, dias): 29
e Decomposic¢do no sistema agua-solo, apenas fase aquosa (DTso, dias): -
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Etoprofos
CAS n°: 13194-48-4
Formula Quimica: CgH1902PS;
Massa Molecular: 242,30 g/mol 0, g
Grupo de substancia: Organofosforados \/\S/P\S/\/

Classe de Pesticida; Inseticida, Nematocida

Classificacdo segundo a WHO: la (extremamente perigoso)

Concentracdo maxima admissivel em agua: 0,1 pg/l (Decreto-Lei N° 306/2007 de 27 de agosto)

Aprovado para uso na Uniéo Europeia até 30/09/2017; Aguardando Aprovacao para 0 uso em

Portugal.

Estado fisico: Liquido amarelo palido

Temperatura de conservacao do padrdo comercial (°C): 4 £4

Temperatura de fuséo (°C): 70

Temperatura de ebuli¢do (°C): Decompdes antes da ebuli¢do
Constante de dissociagdo (pKa) a 25 °C: - (N4o se dissocia)
Solubilidade a 20 °C (mg/l):

Agua ultrapura: 1300
Metanol: 500000
Acetona: 500000
Diclorometano: -

Hazards & Precautions (H e P): %

H301 Téxico por ingestao.
H310 Mortal em contacto com a pele.

2

H330 Mortal por inalag&o.

perigo

H317 Pode provocar uma reacdo alérgica cutanea.
H410 Muito toxico para os organismos aquaticos com efeitos duradouros.

P301+P310 EM CASO DE INGESTAO: contacte imediatamente um CENTRO DE

INFORMACAO ANTIVENENOS ou um médico.

P310 Contacte imediatamente um CENTRO DE INFORMACAO ANTIVENENOS ou um

médico.

P320 E urgente um tratamento especifico (ver no presente rétulo).
P361 Despir/retirar imediatamente toda a roupa contaminada.
P405 Armazenar em local fechado a chave.

P501 Eliminar o contetdo/ recipiente em instalacdo aprovada de destruicdo de residuos. Evitar a

libertagéo para o ambiente.

Persisténcia no meio aquético:
Fotdlise em agua a pH = 7 (DTso, dias): Estavel

Decomposicéao no sistema agua-solo (DTso, dias): 83
Decomposicao no sistema agua-solo, apenas fase aquosa (DTso, dias): 20

Hidrolise em agua a pH = 7 (DTso, dias): Estavel (sensivel ao pH, 83 dias a pH = 9)
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Iprodiona
CAS n®: 36734-19-7

Formula Quimica: Ci3H13CI2N303 T
Massa Molecular: 330,17 g/mol /@\ /[2 HN_<
A - Cl N _§
Grupo de substancia: Dicarboximidas //L\/N o
Classe de Pesticida: Fungicida o

Classificacdo segundo a WHO: 11 (ligeiramente perigoso)

Concentracdo maxima admissivel em agua: 0,1 pg/l (Decreto-Lei N° 306/2007 de 27 de agosto)

Aprovado para uso na Unido Europeia até 31/10/2016; Aprovacao para o uso em Portugal.

Estado fisico: p6 branco

Temperatura de conservacao do padrdo comercial (°C): 20 +4

Temperatura de fusdo (°C): 134

Temperatura de ebuli¢do (°C): -

Constante de dissociagdo (pKa) a 25 °C: - (N4o se dissocia)
Solubilidade a 20 °C (mg/l):

e Agua ultrapura: 12,2

o Metanol: -

e Acetona: 342000

¢ Diclorometano: 450000

Hazards & Precautions (H e P):

H351 Suspeito de provocar cancro.
H410 Muito téxico para 0s organismos aquaticos com efeitos duradouros. atencao
P201 Pedir instrucBes especificas antes da utilizacéo.
P273 Evitar a libertacdo para o ambiente.

P281 Usar o equipamento de protecdo individual exigido.
P308+313 EM CASO DE exposi¢do ou suspeita de exposicao: consulte um médico.

P391 Recolher o produto derramado.

P405 Armazenar em local fechado a chave.

P501 Eliminar o contetdo/ recipiente em instalacdo aprovada de destrui¢cdo de residuos. Evitar a
libertagéo para o ambiente.

Persisténcia no meio aquético:

e Fotdlise em agua a pH = 7 (DTso, dias): 67 (sensivel ao pH, 67 dias a pH =5, 1 hora a

pH=9)
e Hidrdlise em agua a pH =7 (DTso, dias): 3 (sensivel ao pH, 146 diasa pH =5, 0,2 dias a
pH=18)

e Decomposi¢do no sistema &gua-solo (DTso, dias): 30
e Decomposic¢do no sistema agua-solo, apenas fase aquosa (DTso, dias): 30
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Metomil
CAS n° 16752-77-5
Formula Quimica: CsH1oN20,S Q
~ J\ N S
Massa Molecular: 162,21 g/mol H 0 T

Grupo de substancia: Carbamatos

Classe de Pesticida: Inseticida, Acaricida, Metabolito

Classificacdo segundo a WHO: Ib (altamente perigoso)

Concentragdo méaxima admissivel em agua: 0,1 pg/l (Decreto-Lei N° 306/2007 de 27 de agosto)

Aprovado para uso na Unido Europeia até 31/08/2018; Aprovacdo para o uso em Portugal.

Estado fisico: p6 branco
Temperatura de conservacao do padrdo comercial (°C): 20 +4

Temperatura de fuséo (°C): 78 — 79

Temperatura de ebuli¢do (°C): Decompdes antes da ebuli¢do
Constante de dissociagdo (pKa) a 25 °C: - (N4o se dissocia)
Solubilidade a 20 °C (mg/l):

e Agua ultrapura: 55000

e Metanol: 1000000

e Acetona: 250000

¢ Diclorometano: 1000 g/kg

Hazards & Precautions (H e P): % %

H300 Mortal por ingestdo.

H410 Muito toxico para os organismos aquaticos com efeitos duradouros.

P273 Evitar a libertacdo para o ambiente. perigo
P264 Lavar as maos cuidadosamente apds manuseamento.
P301+P310 EM CASO DE INGESTAO: contacte imediatamente um CENTRO DE
INFORMACAO ANTIVENENOS ou um médico.

P321 Tratamento especifico (ver no presente rétulo).

P405 Armazenar em local fechado a chave.

P501 Eliminar o contedo/ recipiente em instalacdo aprovada de destrui¢do de residuos. Evitar a
libertacdo para 0 ambiente.

Persisténcia no meio aquético:
e Fotolise em &gua a pH = 7 (DTso, dias): Estavel
e Hidrdlise em agua a pH = 7 (DTso, dias): Estavel (sensivel ao pH, 36 dias a pH =9)
e Decomposicdo no sistema agua-solo (DTso, dias): 3,7
e Decomposic¢do no sistema agua-solo, apenas fase aquosa (DTso, dias): 2,9
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Ometoato

CAS n°: 1113-02-6

L H;CO o)
Formula Quimica: CsH12NO4PS | S\)]\

_ HsCO~p~ NHCH

Massa Molecular: 213,2 g/mol ICI)
Grupo de substancia: Organofosforados
Classe de Pesticida: Inseticida, Acaricida, Metabolito
Classificacdo segundo a WHO: Ib (altamente perigoso)
Concentragdo méaxima admissivel em agua: 0,1 pg/l (Decreto-Lei N° 306/2007 de 27 de agosto)

N&o Aprovado para uso na Unido Europeia; Ndo Aprovacgao para o uso em Portugal.

Estado fisico: Liquido incolor
Temperatura de conservacdo do padrdo comercial (°C): 4 £4

Temperatura de fusdo (°C): -28

Temperatura de ebuli¢do (°C): 128 (Sublima); Decompdes antes da ebulicéo.
Constante de dissociagédo (pKa) a 25 °C: -

Solubilidade a 20 °C (mg/l):

e Agua ultrapura: 10000
e Metanol: muito sollvel
e Acetona: muito sollvel
e Diclorometano: muito soltvel

Hazards & Precautions (H e P): é% %

H301 Tdxico por ingestéo.

H312 Nocivo em contacto com a pele.

H400 Muito téxico para 0s organismos aquaticos.
P280 Usar luvas de proteccdo/vestuario de proteccdo/proteccao ocular/proteccao facial.
P301+P310 EM CASO DE INGESTAO: contacte imediatamente um CENTRO DE
INFORMACAO ANTIVENENOS ou um médico.

P321 Tratamento especifico (ver no presente rétulo).

P322 Medidas especificas (ver no presente rotulo).

P405 Armazenar em local fechado a chave.

P501 Eliminar o contedo/ recipiente em instalacdo aprovada de destrui¢do de residuos. Evitar a
libertagéo para o ambiente.

perigo

Persisténcia no meio aquatico:
e Fotolise em dgua a pH = 7 (DTso, dias): Estavel
e Hidrdlise em agua a pH = 7 (DTso, dias): 17
e Decomposic¢do no sistema agua-solo (DTso, dias): 4,5
e Decomposi¢do no sistema &gua-solo, apenas fase aquosa (DTso, dias): -

148



AnNexos

Quinoxifena
CAS n°: 124495-18-7 ol N
Formula Quimica: C15sHsCI,FNO A
Massa Molecular: 308,13 g/mol S
Grupo de substancia: Quinolina cl

0
Classe de Pesticida: Fungicida \©\
Classificag¢do segundo a WHO: U (improvavel que cause perigo agudo) F

Concentragdo maxima admissivel em &gua: 2,7 pg/l (Diretiva Europeia 2013/39/EU de 12 de
agosto de 2013); 0,1 pa/l (Decreto-Lei N° 306/2007 de 27 de agosto)
Aprovado para uso na Unido Europeia até 31/04/2017; Aprovacdo para o uso em Portugal.

Estado fisico: P6 branco
Temperatura de conservacdo do padrdo comercial (°C): 20 +4

Temperatura de fusdo (°C): 106 — 107,5

Temperatura de ebuli¢do (°C): -

Constante de dissociagdo (pKa) a 25 °C: - (N4o se dissocia)
Solubilidade a 20 °C (mg/l):

e Agua ultrapura: 0,047
e Metanol: 21500

e Acetona: 116000

¢ Diclorometano: -

Hazards & Precautions (H e P): %

H317 Pode provocar uma reagdo alérgica cutanea.

H410 Muito toxico para os organismos aquaticos com efeitos duradouros.
P261 Evitar respirar as poeiras/fumos/gases/névoas/vapores/aerossois.
P280 Usar luvas de proteccdo/vestuario de proteccao/proteccao ocular/proteccao facial.

P273 Evitar a libertacdo para o ambiente.

P321 Tratamento especifico (ver no presente rétulo).

P363 Lavar a roupa contaminada antes de a voltar a usar.

P501 Eliminar o contedo/ recipiente em instalacéo aprovada de destrui¢do de residuos. Evitar a
libertacdo para 0 ambiente.

atencao

Persisténcia no meio aquético:

e Fotdlise em dgua a pH = 7 (DTso, dias): 0,8

e Hidrdlise em agua a pH = 7 (DTso, dias): Estavel (sensivel a temperatura e pH, 75 dias a
pH=5a25°C, 7diasapH5e50°C)

e Decomposi¢do no sistema &gua-solo (DTso, dias): 127

e Decomposicdo no sistema agua-solo, apenas fase aquosa (DTso, dias): 5
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Terbutrina
CAS n°: 886-50-0
Formula Quimica: C1oH1sNsS ~CHy
Massa Molecular: 241,36 g/mol
Grupo de substancia: Triazinas Hscﬂ\ /“\ PN
Classe de Pesticida: Herbicida
Classificacdo segundo a WHO: 11 (ligeiramente perigoso)
Concentracdo maxima admissivel em agua: 0,34 pg/l (Diretiva Europeia 2013/39/EU de 12 de
agosto de 2013); 0,1 pg/l (Decreto-Lei N° 306/2007 de 27 de agosto)

Nao Aprovado para uso na Unido Europeia; Ndo Aprovacao para o uso em Portugal.

Estado fisico: P6 branco
Temperatura de conservacao do padrdo comercial (°C): 20 +4

Temperatura de fuséo (°C): 104 — 105
Temperatura de ebuli¢do (°C): 274 a 101 kPa
Constante de dissociagdo (pKa) a 25 °C: 4,3
Solubilidade a 20 °C (mg/l):

e Agua ultrapura: 25
e Metanol: 220000
e Acetona: 220000
e Diclorometano: -

Hazards & Precautions (H e P):

H319 Provoca irritagdo ocular grave.

H410 Muito toxico para os organismos aquaticos com efeitos duradouros.
P280 Usar luvas de proteccdo/vestuario de proteccdo/proteccdo ocular/proteccéo facial.

P273 Evitar a libertacdo para o ambiente.

P264 Lavar as maos cuidadosamente apds manuseamento.

P305+P351+P338 SE ENTRAR EM CONTACTO COM OS OLHOS: enxaguar cuidadosamente
com &gua durante varios minutos. Se usar lentes de contacto, retire-as, se tal Ihe for possivel.
Continuar a enxaguar.

P337+P313 Caso a irritacdo ocular persista: consulte um médico.

P501 Eliminar o contedo/ recipiente em instalacéo aprovada de destrui¢do de residuos. Evitar a
libertagéo para o ambiente.

atencao

Persisténcia no meio aquético:
e Fotolise em dgua a pH = 7 (DTso, dias): 0,5
e Hidrdlise em agua a pH = 7 (DTso, dias): Estavel
e Decomposic¢do no sistema agua-solo (DTso, dias): 60
e Decomposi¢do no sistema &gua-solo, apenas fase aquosa (DTso, dias): 27
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Tiodicarbe
CAS n° 59669-26-0
Formula Quimica: CioH1sN4O4S3 Q Q
Massa Molecular: 354,47 g/mol 3 Y | | \r 3
CHj CH; CHg CHj

Grupo de substancia: Carbamatos

Classe de Pesticida: Inseticida, Acaricida, Ovicida
Classificacdo segundo a WHO: 1l (moderadamente perigoso)
Concentragdo méaxima admissivel em agua: 0,1 pg/l (Decreto-Lei N° 306/2007 de 27 de agosto)

N&o Aprovado para uso na Unido Europeia; Nado Aprovacgao para o uso em Portugal.

Estado fisico: P6 branco
Temperatura de conservacao do padrdo comercial (°C): 20 +4

Temperatura de fusdo (°C): 172,6

Temperatura de ebuli¢do (°C): Decompdes antes da ebuli¢do
Constante de dissociagdo (pKa) a 25 °C: - (N4o se dissocia)
Solubilidade a 20 °C (mg/l):

e Agua ultrapura: 22,2

o Metanol: 5 g/kg

e Acetona: 5330

¢ Diclorometano: 150 g/kg

Hazards & Precautions (H e P):

H301 Tdxico por ingestéo. &
H330 Mortal por inalag&o.

H400 Muito téxico para 0s organismos aquaticos.

P260 Nao respirar as poeiras/ fumos/ gases/ névoas/ vapores/ aerossois. :
P273 Evitar a libertacdo para o ambiente. perigo
P284 Usar protecgdo respiratoria.

P310 Contacte imediatamente um CENTRO DE INFORMACAO ANTIVENENOS ou um
médico.

Persisténcia no meio aquético:
e Fotolise em dgua a pH = 7 (DTso, dias): 9
e Hidrdlise em agua a pH =7 (DTso, dias): 30,8 (sensivel ao pH, 69,1 dias a pH 5, 0,26 dias
apH9)
e Decomposi¢do no sistema &gua-solo (DTso, dias): 0.05
e Decomposi¢do no sistema &gua-solo, apenas fase aquosa (DTso, dias): -
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Acetona

CAS: 67-64-1
Formula quimica: CH3COCHj5

Massa molecular: 58,08 g/mol

Densidade: 0,79 g/cm3a 20 °C
Ponto de ebulicdo: 56,2 °C a 1.013 hPa

Hazards & Precautions (H e P):

H225 Liquido e vapor facilmente inflamaveis.
H319 Provoca irritagdo ocular grave.

H336 Pode provocar sonoléncia ou vertigens. )

EUHO066 Pode provocar pele seca ou gretada, por exposicao repetida. Perigo
Acido férmico

CAS: 64-18-6

Formula quimica: HCOOH

Massa molecular: 46,03 g/mol

Hazards & Precautions (H e P): Jf E

H226 Liquido e vapor inflamaveis.
H290 Pode ser corrosivo para 0s metais.
H314 Provoca queimaduras na pele e lesdes oculares graves. perigo
P210 Manter afastado do calor.
P280 Usar luvas de proteccdo/ vestuario de protecgdo/ proteccao ocular/ proteccao facial.
P301+P330+P331 EM CASO DE INGESTAO: enxaguar a boca. NAO provocar o vomito.
P305+P351+P338 SE ENTRAR EM CONTACTO COM OS OLHOS: enxaguar cuidadosamente
com &gua durante varios minutos. Se usar lentes de contacto, retire-as, se tal lhe for possivel.
Continuar a enxaguar.

P308+P310 EM CASO DE exposicdo ou suspeita de exposi¢do: Contacte imediatamente um
CENTRO DE INFORMACAO ANTIVENENOS ou um médico.

Acetato de amonio

CAS: 631-61-8
Formula quimica: CH;COONH,

Massa molecular: 77,08 g/mol

Hazards & Precautions (H e P):

Substancia ndo considerada como perigosa de acordo com GHS.
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Cobre em po

CAS: 7440-50-8
Formula quimica: Cu

Massa molecular: 63,55 g/mol

Tamanho de particula: < 63 pm

Hazards & Precautions (H e P):

P260 N&o respirar as poeiras.
N&o é uma substancia ou mistura perigosa de acordo com o Regulamento (CE) No. 1272/2008

Diclorometano

CAS: 75-09-2
Formula quimica: CH:Cl,
Massa molecular: 84,93 g/mol

Densidade: 1,325 g/cm? a 25 °C (literatura)
Ponto de ebuli¢do: 39,8 - 40 °C

Hazards & Precautions (H e P):

H315 Provoca irritacdo cutanea.

H319 Provoca irritagdo ocular grave.

H335 Pode provocar irritagdo das vias respiratorias.
H336 Pode provocar sonoléncia ou vertigens.

H351 Suspeito de provocar cancro.

H373 Pode afectar os 6rgéos apds exposi¢do prolongada ou repetida. atencao
P261 Evitar respirar os vapores.

P281 Usar o equipamento de proteccdo individual exigido.
P305+P351+P338 SE ENTRAR EM CONTACTO COM OS OLHOS: enxaguar cuidadosamente
com &gua durante varios minutos. Se usar lentes de contacto, retire-as, se tal lhe for possivel.
Continuar a enxaguar.

Florisil
CAS: 1343-88-0

Natureza quimica: Silicato de magnésio

Tamanho de particula: 0,150 — 0,250 pm

Hazards & Precautions (H e P):

Né&o é uma substancia ou mistura perigosa de acordo com o Regulamento (CE) No. 1272/2008
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L3 de vidro

Hazards & Precautions (H e P) de acordo com o rétulo:

H332 Nocivo por inalacéo.
Pode provocar irritacdo dos olhos e/ou pele.

n-Hexano

CAS: 110-54-3
Formula quimica: CH2(CH2)4CHs

Massa molecular: 86,18 g/mol

Densidade: 0,66 g/cm®a 20 °C

Ponto de ebuli¢do: 69 °C a 1.013 hPa

Hazards & Precautions (H e P): @‘@%
H225 Liquido e vapor facilmente inflamaveis.
H304 Pode ser letal por ingestdo e penetragdo nas vias respiratorias. perigo
H315 Provoca irritagdo cuténea.

H336 Pode provocar sonoléncia ou vertigens.

H361f Suspeito de afectar a fertilidade.

H373 Pode afectar os 6rgdos apds exposi¢do prolongada ou repetida.
H411 Téxico para os organismos aquaticos com efeitos duradouros.
P210 Manter afastado do calor, superficies quentes, faiscas, chama aberta ou outras fontes de
ignicdo. Nao fumar.

P240 Ligacgdo a terra/ equipotencial do recipiente e do equipamento receptor.

P273 Evitar a libertacdo para o ambiente.

P301+P310 EM CASO DE INGESTAO: contacte imediatamente um CENTRO DE
INFORMAQAO ANTIVENENOS ou um médico.

P302+P352 SE ENTRAR EM CONTACTO COM A PELE: lavar abundantemente com sabonete
e agua.

P331 NAO provocar o vomito.

P403+P235 Armazenar em local bem ventilado. Conservar em ambiente fresco.
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Metanol

CAS: 67-56-1
Formula quimica: CH;OH

Massa molecular: 32,04 g/mol

Densidade: 0,792 g/cm®a 20 °C
Ponto de ebulicdo: 64,5 °C a 1.013 hPa
Miscibilidade em agua: 100 % (w/w)

S

perigo

Hazards & Precautions (H e P):

H225 Liquido e vapor facilmente inflamaveis.

H301+H311+H331 Toxico por ingestdo, contacto com a pele ou inalagdo
H370 Afecta os 6rgdos (Olhos).

P210 Manter afastado do calor, superficies quentes, faisca, chama aberta e outras fontes de
ignicdo. Nao fumar.

P233 Manter o recipiente bem fechado.

P280 Usar luvas de proteccdo/vestuario de proteccéo/proteccdo ocular/proteccéo facial.
P302+P352 SE ENTRAR EM CONTACTO COM A PELE: lavar abundantemente com sabonete
e 4gua.

P304+P340 EM CASO DE INALACAO: retirar a vitima para uma zona ao ar livre e manté-la em
repouso numa posi¢édo que nao dificulte a respiracao.

P308+P310 EM CASO DE exposicdo ou suspeita de exposi¢do: Contacte imediatamente um
CENTRO DE INFORMACAO ANTIVENENOS ou um médico.

P403+P235 Armazenar em local bem ventilado. Conservar em ambiente fresco.

P210 Manter afastado do calor, superficies quentes, faisca, chama aberta e outras fontes de
ignicdo. Nao fumar.

P233 Manter o recipiente bem fechado.

P305+P351+P338 SE ENTRAR EM CONTACTO COM OS OLHOS: enxaguar cuidadosamente
com &gua durante varios minutos. Se usar lentes de contacto, retire-as, se tal Ihe for possivel.
Continuar a enxaguar.

Sulfato de so6dio anidro

CAS: 7757-82-6
Formula quimica: Na;SO4

Massa molecular: 142,04 g/mol

Hazards & Precautions (H e P):

Substancia ndo considerada como perigosa de acordo com GHS.
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Tiossulfato de sodio pentahidratado

CAS: 10102-17-7
Formula quimica: Na;0O3S,-5H,0

Massa molecular: 248,21 g/mol

Hazards & Precautions (H e P):

Substancia ndo considerada como perigosa de acordo com GHS.
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Anexo III Espectros de massa dos ioes selecionados para o modo

de MRM

Apresentam-se de seguida 0s espectros de massa correspondentes a otimizacéo

das condicdes de MRM apenas para 0s 6 pesticidas que fazem parte do grupo final

validado.
Ometoato
OMETHOATE FS 120 V 1 (0.301) Scan ES+
1004 21414 _ 1.22e7
12225536
@ 104.96
1 8933376
105.15 236.16
_7770112 7303168
I
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120.92 181.05 21514 547 40
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126008
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Figura I11.1:Espectros de massa do pesticida ometoato. 1) Espectro de massa em modo de full scan obtido
durante a otimizacdo da voltagem de cone; 2 e 3) espectros de massa em modo Daughter Scan para a

transicao de quantificacdo (MRM1) e confirmacdo (MRM2) respetivamente.
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Metomil
METHOMYL FSCAN 3KV 1 (0.301) Scan ES+
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Figura I11.2:Espectros de massa do pesticida metomil. 1) Espectro de massa em modo full scan obtido durante a otimizagéo
da tenséo capilar;2) Espectro de massa em modo de full scan obtido durante a otimizac¢do da voltagem de cone; 3 e 4)

espectros de massa em modo Daughter Scan para a transicdo de quantificacdo (MRM1) e confirmagdo (MRMZ2)
respetivamente.
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Diclorvos
DICHLORVOS FULL SCAN 3_5 KV 1 (0.302) Scan ES+
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Figura 111.3:Espectros de massa do pesticida diclorvos. 1) Espectro de massa em modo full scan obtido durante a
otimizacdo da tensdo capilar;2) Espectro de massa em modo de full scan obtido durante a otimizagéo da voltagem de cone;
3 e 4) espectros de massa em modo Daughter Scan para a transicdo de quantificagdo (MRM1) e confirmacdo (MRM2)
respetivamente.
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Terbutrina
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Figura 111.4:Espectros de massa do pesticida terbutrina. 1) Espectro de massa em modo de full scan obtido durante a
otimizacdo da voltagem de cone; 2 e 3) espectros de massa em modo Daughter Scan para a transicdo de quantificagao

(MRM1) e confirmacao (MRM2) respetivamente.
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Azoxistrobina
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Figura 111.5:Espectros de massa do pesticida azoxistrobina. 1) Espectro de massa em modo full scan obtido durante a
otimizacdo da tensdo capilar;2) Espectro de massa em modo de full scan obtido durante a otimizacao da voltagem de cone;
3 e 4) espectros de massa em modo Daughter Scan para a transicdo de quantificagdo (MRM1) e confirmacdo (MRM2)

respetivamente.
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Etoprofos
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Figura 111.6:Espectros de massa do pesticida etoprofos. 1) Espectro de massa em modo full scan obtido durante a
otimizacdo da tensdo capilar;2) Espectro de massa em modo de full scan obtido durante a otimizagéo da voltagem de cone;
3 e 4) espectros de massa em modo Daughter Scan para a transi¢cdo de quantificagdo (MRM1) e confirmagdo (MRM2)
respetivamente.
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Anexo IV Desvio padrao e coeficiente de variag¢aol27]

O desvio padréo e o coeficiente de variacdo relativo sdéo uma forma de avaliar a
qualidade dos dados obtidos durante o trabalho experimental, dando uma ideia da
dispersdo de resultados. O desvio padrdo pode ser calculado através da raiz quadratica
positiva da variancia, podendo a variancia ser calculada de uma forma geral com recurso
a equacdo seguinte:

2 _ s (ij=7)"

9

L

Equacéo I1V.1

n-1

. TS L PF. 7
Onde S? é a variancia e y, = ===,

Sendo i 0 nimero de padrdes e j 0 numero de repeticoes.
O coeficiente de variacdo pode ser calculado de acordo com a expressao seguinte:
CV (%) = 5; x 100 Equagio IV.2
Onde:
CV (%) — Coeficiente de variacdo em percentagem
S; — Desvio Padréo
X — Média dos valores de x

O coeficiente de variacdo é utilizado de diversas formas durante o processo de
validacdo de um método, sendo utilizado para validar a estabilidade da razdo de
confirmacéo ao longo da gama de concentracGes nas técnicas que recorrem ao método de
MRM do espectrometro de massa, assim como na verificagdo da existéncia de
repetibilidade tanto a nivel de injecdes repetidas de padrGes nas mesmas condicdes, e
também na analise de diversas amostras fortificadas em sessdes individuais para o céalculo

da exatidao geral do método.

O valor méximo que se aceita para o coeficiente de variacdo é de 15 % para 0s
ensaios de repetibilidade sejam estes feitos com padrdes de calibracdo ou em amostras

fortificadas. No método de UPLC-MS/MS calculou-se este coeficiente de variacdo para
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a andlise de dados obtidos com as transicbes MRM1, MRM2 e para a razdo de
confirmagédo (MRM1/MRM2).

Nas tabelas seguintes apresenta-se a aplicacéo do céalculo do coeficiente de variacdo
para a verificacdo da repetibilidade para o pesticida ometoato, bem como o resumo dos

calculos para os restantes pesticidas.
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Estudos de precisdo (UPLC-MS/MS)
Ometoato

Concentracéao: 0,015 pg/I Concentracéo: 0,029 g/l

MRM1 MRM2 MRM1/MRM2 MRM1 MRM2 MRM1/MRM?2

1479 83,7 1,77 276,3 168,6 1,64

1445 81,4 1,78 262,4  159,0 1,65

1315 834 1,58 268,2 1717 1,56

1441 85,9 1,68 283,9 1587 1,79

127,3 70,7 1,80 277,7 1484 1,87

155,0 79,8 1,94 2914 160,1 1,82

1250 87,2 1,43 278,4 1526 1,82

1457 72,7 2,00 266,9 162,6 1,64

148,6 65,2 2,28 280,5 158,3 1,77

1536 71,8 2,14 289,8 162,7 1,78

1415 819 1,73 2916 1546 1,89

1342 84,0 1,60 279,2 1700 1,64

Média= 1416 79,0 1,81 278,9  160,6 1,74
Desvio Padrdo= 9,9 7,1 0,24 9,5 7,0 0,11
CV (%)= 7,00 8,93 13,5 3,42 4,38 6,16
Concentragéo: 0,044 pg/l Concentragéo: 0,10 ug/l

MRM1 MRM2 MRM1/MRM2 MRM1 MRM2 MRM1/MRM2

407,9 2420 1,69 910,5 527,8 1,73

387,7 2274 1,70 969,9 583,0 1,66

4256 2514 1,69 947,1 569,8 1,66

422,8 247,0 1,71 969,6 564,8 1,72

411,4  255,0 1,61 9457  586,3 1,61

422,2 2384 1,77 967,6 554,8 1,74

386,2 236,4 1,63 928,8 570,55 1,63

429,9  256,6 1,68 971,8 559,1 1,74

4244 236,8 1,79 926,4 532,3 1,74

404,6  260,8 1,55 924,5 556,7 1,66

423,4  250,3 1,69 9426  557,7 1,69

4116 2281 1,80 936,6 536,3 1,75

Média= 4131 2442 1,69 945,1 558,3 1,69
Desvio Padrdo = 14,5 11,0 0,07 20,8 18,6 0,05
CV (%)= 3,52 4,52 4,33 2,20 3,34 2,80
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Estudos de precisdo (UPLC-MS/MS)

Metomil

Concentracéao: 0,016 pg/l

Concentracéo: 0,032 g/l

MRM1 MRM2 MRM1/MRM?2

MRM1 MRM2 MRM1/MRM?2

Média= 1534 56,9 2,73 308,9 1123 2,78
Desvio Padrdo = 14,3 7,2 0,38 14,8 11,3 0,30
CV (%)= 1931 12,69 13,87 4,79 10,07 10,96
Concentracédo: 0,048 g/l Concentracéo: 0,11 pg/l

MRM1 MRM2 MRM1/MRM2 MRM1 MRM2 MRM1/MRM?2
Média= 4743 163,6 2,91 1067,8 392,5 2,73
Desvio Padrao = 21,2 11,9 0,27 32,6 24,3 0,20
CV (%)= 447 7,26 9,40 3,05 6,19 7,40

Diclorvos
Concentragéo: 0,016 pg/Il Concentragéo: 0,031 pg/l

MRM1 MRM2 MRM1/MRM2 MRM1 MRM2 MRM1/MRM?2
Média= 267,6 168,9 1,60 516,0 320,3 1,63
Desvio Padrdo = 21,3 17,7 0,22 37,1 32,6 0,24
CV (%)= 796 10,49 13,78 7,19 10,18 14,43
Concentragéo: 0,047 pg/l Concentracgéo: 0,11 pg/l

MRM1 MRM2 MRM1/MRM2 MRM1 MRM2 MRM1/MRM?2
Média= 737,0 484,22 1,53 1699,3 1054,4 1,62
Desvio Padrdo = 49,0 25,6 0,12 63,1 49,0 0,11
CV (%)= 6,65 5,28 7,56 3,71 4,65 6,63
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Estudos de precisdo (UPLC-MS/MS)

Tiodicarbe

Concentracéao: 0,016 pg/I

Concentracédo: 0,031 g/l

MRM1 MRM2 MRM1/MRM?2

MRM1 MRM2 MRM1/MRM?2

Média= 131,8 37,0 3,62 2588 62,4 4,25
Desvio Padrdo= 12,4 53 0,52 29,7 10,3 0,86
CV (%)= 9,44 14,3 14,5 11,5 16,5 20,2
Concentracédo: 0,047 ug/l Concentracéo: 0,11 pg/l
MRM1 MRM2 MRM1/MRM2 MRM1 MRM2 MRM1/MRM?2
Média= 4233 106,3 4,00 1011,8 248,4 4,10
Desvio Padrdao = 29,5 8,6 0,34 54,7 19,8 0,42
CV (%)= 6,97 8,05 8,48 541 7,97 10,3
Terbutrina
Concentragéo: 0,018 pg/I Concentragéo: 0,036 pg/l
MRM1 MRM2 MRM1/MRM2 MRM1 MRM2 MRM1/MRM?2
Média= 897,8 1956 4,63 1745,0 395,9 4,41
Desvio Padrdo= 39,5 20,6 0,49 94,6 16,4 0,28
CV (%)= 4,40 10,6 10,6 5,42 4,14 6,38

Concentragéo: 0,054 pg/Il

Concentracgéo: 0,13 ug/l

MRM1 MRM2 MRM1/MRM?2

MRM1 MRM2 MRM1/MRM2

Média = 2638,4 614,0 4,31
Desvio Padrdao= 96,2 325 0,21
CV (%)= 3,65 5,29 4,88

6340,7 1430,3 4,44
1389 50,2 0,23
2,19 351 5,12
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Estudos de precisdo (UPLC-MS/MS)

Azoxistrobina

Concentracéao: 0,016 g/l

Concentracéao: 0,095 ug/I

MRM1 MRM2 MRM1/MRM?2

MRM1 MRM2 MRM1/MRM?2

Média= 2472 748 3,37 1682,6 517,9 3,26
Desvio Padrao = 23,0 11,6 0,57 70,3 24,5 0,22
CV (%)= 9,28 15,5 16,9 4,18 4,73 6,72
Concentracéo: 0,011 g/l
MRM1 MRM2 MRM1/MRM2
Média = 2026,1 640,7 3,17
Desvio Padrdao = 68,3 43,4 0,22
CV (%)= 3,37 6,77 6,94
Etoprofos
Concentragéo: 0,014 pg/I Concentragéo: 0,028 pg/l
MRM1 MRM2 MRM1/MRM2 MRM1 MRM2 MRM1/MRM?2
Média= 2495 265,0 0,95 498,3  496,7 1,00
Desvio Padrdo= 9,9 24,1 0,09 19,6 26,2 0,05
CV (%)= 3,96 9,10 9,42 3,92 5,28 4,95
Concentragéo: 0,041 pg/Il Concentragéo: 0,096 pg/I
MRM1 MRM2 MRM1/MRM2 MRM1 MRM2 MRM1/MRM?2
Média= 742,1 7419 1,00 1721,2 1738,9 0,99
Desvio Padrdo= 27,8 22,4 0,05 28,5 37,4 0,02
CV (%)= 3,74 3,01 5,36 1,65 2,15 2,34

168



AnNexos

Estudos de precisdo (UPLC-MS/MS)

Bifenox

Concentracéo: 12 pg/I

Concentracéao: 28 ug/l

MRM1 MRM2 MRM1/MRM?2

MRM1 MRM2 MRM1/MRM?2

Média= 430,3 129,7 3,44
Desvio Padrdo = 26,6 27,1 0,67
CV (%)= 6,19 20,9 19,4

Concentracao: 80 g/l

9942 2972 3,38
51,3 35,0 0,40
516 11,8 118

Concentracédo: 100 ug/I

MRM1 MRM2 MRM1/MRM?2

MRM1 MRM2 MRM1/MRM2

Média= 2735,2 7941 3,46
Desvio Padrdo = 101,3 46,7 0,24
CV (%)= 3,71 5,88 6,92

Estudos de precisdo (GC-UECD)

Dicofol

Concentracao (ug/l)

5,1 13

Média = 432,5 1053,9 3280,8 3649,5

Desvio Padrdo= 12,8 15,8
CV (%)= 29 1,50
Aclonifena

3524,3 1017,6 3,47
1440 594 0,20
4,09 5,84 5,82
46 51

50,8 34,6

155 0,95

Concentracao (ug/l)

5,0 13 45 50
Média= 782,9 1899,0 6135,3 7020,7
Desvio Padrdao= 22,3 389 119,7 1235
CV (%)= 285 205 19 1,76
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Estudos de precisdo (GC-UECD)

Quinoxifena

Concentracao (ug/l)
5,0 13 45 50
Média= 511,0 1136,1 3395,3 3839,9
Desvio Padrdo= 255 335 65,7 491
CV (%)= 498 295 193 1,28

Iprodiona

Concentragéo (ug/l)
20 50 181 201
Média = 1193,0 2623,9 9972,8 11780,4
Desvio Padrdo= 235 60,0 6819 269,7
CV (%)= 197 229 684 229

Cipermetrina total

Concentracao: 50 pg/l Concentragéo: 181 pg/l

Area Area Area Area Area Area Area Area Area Area
Pico A PicoB PicoC PicoD Total Pico A PicoB PicoC PicoD Total

Média= 4252 3112 5920 3758 17042 18443 1380,8 26553 1696, 7577,0
DesvioPadrdo g1 134 216 217 532 93 723 1239 1301 4024
CV (%)= 215 365 365 576 312 522 523 467 767 531

Deltametrina

Concentracéo: 63 pg/l Concentragéo: 226 pg/l

Area Area Area Area  Area Area
Pico A PicoB Total PicoA PicoB Total

Média= 4231 5816 10047 20728 31580 52308
DesvioPadrao 150 360 512 1601 2812 4398
CV (%)= 425 619 510 7,72 890 841
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AnexoV Método dos minimos quadrados!(27]

Qualquer equacdo linear pode ser descrita pela Equacdo V.1, sendo esta formada
por pares ordenados e independentes de pontos (X1,Y1; ...; Xn,Yn), Onde n é o nimero de
pontos da curva, e para o presente caso, X corresponde a concentracdo do analito e y a

resposta do equipamento convertida em areas.
y =a + bx Equacédo V.1
b — Declive
a— Ordenada na origem
Anexo V.1 Regressao linear

A curva obtida atraves da regressdo linear é a curva que se aproxima mais de todos
0s pontos experimentais, sendo esta a representacdo estatisticamente mais proxima dos
valores reais. A regressdo linear pode ser calculada através das seguintes equaces:

b = YN (=D x(y;=7))
3N (-2

Equagéo V.2

a =Yy — bx Equacédo V.3

Para o calculo da concentracdo de uma solugdo utiliza-se a equacdo obtida na
regressao linear, sendo que quando se executam repeticdes de uma mesma analise se
utiliza o valor médio das respostas do equipamento para o calculo da concentracdo media.

x = y-a)

> Equacéo V.4
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Anexo V.2 Coeficiente de correlagao linear

A determinacdo deste parametro € o primeiro teste estatistico que se utiliza para
verificar a linearidade da curva de calibracdo. Este coeficiente de correlacdo pode ser

calculado com recurso a expressao:

YN (=D (i=9)

JE im0 092

Equacéo V.5

Onde:

p — Coeficiente de correlacdo linear (também representado por r)
N — NUmero de pontos da curva

xi — Concentracdo de cada ponto i

X — Média das x; concentragoes

yi— Resposta do equipamento para cada ponto i

¥ — Média das respostas do equipamento i

Considera-se que a curva de calibracdo apresenta uma correlacdo aceitavel quando
o valor de quadrado do coeficiente de correlacdo for igual ou superior a 0,995. Este valor
varia entre +1 (curvas crescentes) e -1 (curvas decrescentes), sendo que quanto mais

préximo de |1| maior € o grau de correlagdo linear entre y e Xx.

Nos graficos seguintes apresentam-se as representacdes das curvas de calibracdo
validadas para o método de GC-ECD.
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Curva de Calibracao (GC-uECD)

Dicofol Aclonifena
4000 — 8000 - —————
3500 - 7000 -
o 3000 o 6000 -
(%) o
& 2500 - & 5000 -
3 2000 - -8 4000 -
3 1500 2 3000 -
3 <
1000 y = 68,2364x + 151,1216 2000 y = 130,3513x + 158,0263
500 R*=0,9986 1000 A R*=0,9986
0 : : : : : 0 : : . ; ;
0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0
Concentragdo (g/l) Concentragdo (ug/l)
Quinoxifena Iprodiona
4000 12000 - ‘prociona
3500 1 10000 -
o 3000 A o
& 2500 - & 8000 1
-8 2000 - -8 6000 -
® 1500 - §4ooo 1
< 1000 y = 69,6404x + 216,3409 < y = 53,0494x - 100,9549
500 A R? = 0,9985 2000 + R? = 0,9967
0 . . . . ; 0 . . . .
0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 0,0 50,0 100,0 150,0 200,0
Concentragdo (ug/l) Concentragdo (ug/l)
Cipermetrina total Deltametrina
8000 6000 - ==
7000 - 5000 4
o 6000 | o
& 5000 - & 4000 1
-5 4000 - -8 3000 -
3 3000 ]
. & 2000 1
2000 - y = 43,6012x - 704,3737 y = 24,2668x - 641,8814
1000 - R? = 0,9988 1000 1 R? = 0,9984
0 . . . . ; 0 . . : )
40,0 70,0 100,0 130,0 160,0 190,0 50,0 100,0 150,0 200,0 250,0
Concentragdo (lg/l) Concentragdo (Lg/l)
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Anexo VI Teste da Analise de Residuos

Este teste serve para verificar se existe um grande afastamento de cada ponto
experimental em relacdo a curva obtida pela regresséo linear, uma vez que é possivel
obter um valor aceitavel para o coeficiente de correlacdo quadratico, mesmo existindo
grandes afastamentos a curva obtida pela regressdo linear. Isto deve-se principalmente a
que resultados de padroes de concentragao elevada podem “mascarar” desvios grandes
nos padrdes de concentragcdo muito baixa, fazendo com que se obtenha um coeficiente de
correlacdo linear valido e a0 mesmo tempo grandes desvios a curva da regressdo linear

para as concentragcdes mais baixas.

Este teste consiste em calcular as areas tedricas de cada um dos padrdes de
calibracdo com recurso a equacdo linear da curva de calibracdo. Utilizando os valores das
areas experimentais dos padrBes de calibracdo e os valores das areas tedricos pode-se
calcular o desvio relativo a curva da regressao linear da area experimental de cada padréo,
utilizando-se como margem de aceitacdo, um desvio de £15 % do valor da curva da
regressao linear.

Residuos (%) = —22— x 100 — 100 Equagdo V1.1

teorica

Na péagina seguinte apresenta-se a aplicacdo do teste da analise de residuos do
pesticida ometoato para uma curva de calibracdo preparada em agua:metanol (9:1), com
0,1 mM de acetato de amonio, e em agua ultrapura para o método de UPLC-MS/MS, bem
como as suas representacdes graficas, seguido da representacédo grafica do teste da anélise
de residuos para os restantes pesticidas para 0 método de UPLC-MS/MS e GC-ECD.
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Teste da analise de residuos — (UPLC-MS/MS)

Ometoato
Solvente dgua:metanol (9:1), com 0,1 mM de Solvente: agua ultrapura
acetato de amonio
Concentracéo (ug/l)  Area de Pico Concentracéo (ug/l)  Area de Pico
0,015 129,1 0,015 126,7
0,022 186,5 0,022 188,6
0,029 268,5 0,029 266,3
0,044 388,1 0,044 4029
0,058 524,4 0,058 512,2
0,073 631,0 0,073 637,0
0,087 780,8 0,087 7479
0,102 893,5 0,102 894,6
Curva de calibragdo - Ometoato Curva de calibragdo - Ometoato
1000 -~ 1000 -~
800 800 -
S 3
& 600 | & 600
s s
© 400 - S 400 -
< 200 - y =8774,7208x + 3,3979 < 200 4 y = 8625,1859x + 8,2263
R? = 0,9990 R? = 0,9986
0 T T T T T \ 0 T T T ]
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12 0,00 0,03 0,06 0,09 0,12
Concentragdo (g/l) Concentragdo (ug/l)

Area de Pico Area Experimental/ Area de Pico Area Experimental/

Desvios (%) Desvios (%)

estimada Area Estimada estimada Area Estimada
1314 0,983 -1,7 134,0 0,946 -5,4
195,3 0,955 -4,5 196,9 0,958 -4,2
259,3 1,035 3,5 259,8 1,025 2,5
387,3 1,002 0,2 385,6 1,045 45
515,2 1,018 1,8 511,3 1,002 0,2
643,2 0,981 -1,9 637,1 1,000 0,0
771,1 1,013 1,3 762,9 0,980 -2,0
899,1 0,994 -0,6 888,7 1,007 0,7
Analise de Residuos —200|_11etoato Analise de Residuos —ZO[netoato
g 10 | S 10
: ., E .
E 0,00 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12 E 0,I00 QC_J,,I@/ 0,64 Uo,_Je 0,08 0,10 0,12
10 - -10 -
-20 20 -
Concentragdo (g/l) Concentragao (/1)
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Teste da analise de residuos — (UPLC-MS/MS)

Solvente dgua:metanol (9:1), com 0,1 mM de Solvente: agua ultrapura
acetato de amonio

Metomil

Analise de Residuos - Metomil Andlise de Residuos - Metomil
207 W07

10 1
\ C- A~

N r T T T T - 1
0,00 0,02 \‘T,(m-c—’tr,g 0,08 0,10 0,12

10 A

Residuos (%)

§ _
-

o

-

& ]

o

o i

o0

o

IS

o

S
Residuos (%)

10 -10
20 - 20
Concentragao (ug/l) Concentragdo (ug/l)
Diclorvos
Andlise de Residuos - Diclorvos Analise de Residuos - Diclorvos
207 W0 —
s 10 - s 10
= /9’\3\ ) A - b 5
:g T T G T T 1 -E r T T S : -l e T e d 1
§ 0,00 ,02 4 0,06 0,08 h 0,10 0,12 éo 00 0,02 04 0,p6 0,08 0,10 0,12
-10 -10
20 20
Concentragdo (ug/l) Concentragdo (g/l)
Tiodicarbe
Analise de Residuos - Tiodicarbe Andlise de Residuos - Tiodicarbe
20— W=
g g 10 -
Py P -
S T . : a— : 2
P 30,00 %,oz \/04 0,06 o,os\o,oﬂ{ 0,12
-2 & )
-10 4
20 20
Concentragdo (ug/l) Concentragao (Lg/l)
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Teste da analise de residuos — (UPLC-MS/MS)

Solvente dgua:metanol (9:1), com 0,1 mM de Solvente: agua ultrapura
acetato de amonio

Terbutrina
Andlise de Residuos —ZTerbutrina Andlise de Residuos —ZTerbutrina
0_— U_—
s 10 - s 10 -
> . > \\ .
o (=]
5 S a—a —a
=] ,—&ﬁr4=“-v4—| T T T B T T T 1
§0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12 ﬁo,oo 0,02 0,04 W 010 012 0,14
-10 A -10 A
20 - 20 -
Concentragdo (ug/l) Concentragdo (Lg/l)

Azoxistrobina

Analise de Residuos -zAzoxistrobina Analise de Residuos -zAzoxistrobina
U_— U_—

9 10 - 9 107
3 I a— 8 f\ |
S S /“\
T T /9—0\ T | T T T 6 T T I
éo,oo 0/02 \9/0,'04 0,06 0,08 0,10\0 0,12 éo,oo 0,02 0,04\"\07_30—’6,6? 0,10 0,12

-10 -10 -

20 20

Concentragdo (g/l) Concentragao (ug/l)
Etoprofos
Andlise de Residuos - Etoprofos Andlise de Residuos - Etoprofos

L5 OProros L5 2Proros
9 10 - < 10 -
S /9\ S
:E g T T 6 \“\IWA 1 -9 r ©
& 0,00 0,04 0,06 0,08 0,10 © 0,00 /06 0; 0,12 0,15
o ) o )

10 - 10 -

20 20

Concentragdo (ug/l) Concentragdo (Lg/l)

Teste da analise de residuos — (UPLC-MS/MS)
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Solvente dgua:metanol (9:1), com 0,1 mM de Solvente: agua ultrapura
acetato de amonio

Bifenox
Andlise de Residuos - Bifenox Analise de Residuos - Bifenox

2005 200

9 10 A 9 10 1

Y ] @ ]

o (=]

> =]

=] ;ﬁ&wbe——&wq— T — = ——0—

ﬁo,oo 20,00 40,00 160,00 80,00 100,00 éo,oo 20,04 40,00 160,00 80,00 100,00
<@ 4 -10 -
-20 20

Concentragdo (g/l) Concentragdo (ug/l)
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Teste da analise de residuos — (GC-uECD)

Dicofol

Aclonifena

Analise de Residuos - Dicofol
W5

Analise de Residuos —zé\_clonifena

9 10 A 9 10 7
Y ] Y ]
(=] o
> =]
&0,00 30,00 40,00 50,00 4 30,00 40,00 50,00
o 1 o 1

-20 - -20 -

Concentragao (ug/l) Concentragdo (pg/l)
Quinoxifena Iprodiona

Analise de Residuos 'z% inoxifena

9 10
‘é‘ ]
'g r T Av’?/g_\?\‘?—ﬁvﬂ—
§ 0,00 fo 20,00 30,00 40,00 50,00
-10 4
-20 -

Concentragdo (ug/l)

(%)

Residuos

=

Analise de Residuos -Clrgrodiona
2 =
10 A
2
00 40,00 80,00 /" | 120,00 160,00 ~%"200,00
-10 A
o0

Concentragdo (Lg/l)

Cipermetrina total

Deltametrina

Analise de Residuos —ZUCi_permetrina total

< 10 -

Py \ ]

o

>

D ; 6

éo,oo 50,00 0,00 150,00 200,00
-10 4
-20 -

Concentragdo (ug/l)

(%)

Residuos

(=

Analise de Residuos —2Deltametrina
o —

\ 10 A

00 50,00 0 150,00 200,00 250,00
-10 A
5 0Ey

Concentragdo (ug/l)
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Anexo VII Estabilidade da razao de confirmacao

Para a aplicagdo do método de MRM num espectrometro de massa é necessario que
se consigam identificar 2 transi¢des caracteristicas do composto a analisar. A forma de
qualificar duas transi¢des como caracteristicas do composto € através da razdo entre estas,
sendo necessario que a razdo entre as duas transicdes seja constante ao longo da gama de
trabalho. Este fator é a razdo MRM1/MRM2 ou razédo de confirmacédo, RC, sendo a média
das RC ao longo da curva de calibracdo o fator de identificacdo da presenca do pesticida.

Para avaliar a estabilidade das transi¢cfes de um composto ao longo da gama de
trabalho faz-se uma curva de calibracgéo, e depois de se verificar a linearidade da mesma,

calcula-se a razdo de confirmacdo de acordo com a equacéo seguinte:

_ AﬁleMl

RC = ~ MRz Equagéo VII.1

RC — Razdo de confirmacao

AMRM1_ Area do pico da transigdo MRM1 para o padrdo i
MRM2 _ f ; i An i

A; Area do pico da transicdo MRM2 para o padréo i.

Com estes valores calcula-se a média, desvio padrdo e coeficiente de variacao,
sendo que é necessario que este seja inferior a 15 % para se considerar que existe
estabilidade de transicdes e de que estas podem ser utilizadas para o fim de confirmacao

do composto.

Na péagina seguinte apresenta-se o calculo da razdo de confirmacdo, razdo de
confirmacdo média, desvio padrdo e coeficiente de variacdo ao longo da gama de
linearidade para o pesticida ometoato para uma curva de calibracdo preparada em
agua:metanol (9:1), com 0,1 mM de acetato de amonio, e em agua ultrapura, bem como
as suas representacdes graficas, seguido do resumo e representacdo grafica para os

restantes pesticidas.

180



AnNexos

Estabilidade da razéo de confirmacao

Ometoato
Solvente dgua:metanol (9:1), com 0,1 mM de acetato Solvente: agua ultrapura
de amonio
Concentracao Are_a de Arga de Razao de Concentracao Are_a de Arga de Razao de
(ug/l) Pico PICO . onfirmacio (ug/l) pico PICO - onfirmacio
MRM1 MRM?2 MRM1 MRM?2

0,015 129,1 79,8 1,618 0,015 126,7 74,6 1,698
0,022 186,5 117,1 1,593 0,022 188,6 115,9 1,627
0,029 268,5 1479 1,815 0,029 266,3 164,4 1,620
0,044 388,1 237,6 1,633 0,044 402,9 238,0 1,693
0,058 524.,4 318,1 1,649 0,058 512,2 320,9 1,596
0,073 631,0 382,9 1,648 0,073 637,0 400,7 1,590
0,087 780,8 490,8 1,591 0,087 7479 473,9 1,578
0,102 893,5 584,6 1,528 0,102 894.,6 563,4 1,588
Média = 1,63 Média = 1,62
Desvio padréo = 0,083 Desvio Padréo = 0,047

Coeficiente de variagao (%) = 5,08 Coeficiente de variagao (%) = 2,91

Area de Pico Estabilidade da RC ao Razdio de Area de Pico Estabilidade da RC ao Razéo de
longo da gama de linearidade confirmaggo longo da gama de linearidade Confirmaggo

1000,0 2,00 1000,0 2,00

800,0 - 1,80 800,0 - 1,80

600,0 - 1,60 600,0 - 1,60

400,0 - 1,40 400,0 - 1,40

2000 4 y = 8774,7208x + 3,3979 |‘ 1,20 200,0 - y = 8625,1859x + 8,2263 I‘ 1,20

R? = 0,9990 R? = 0,9986
0,0 T T 7 ¥ .y + 1,00 0,0 T T 7 7 ? + 1,00
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12 0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12
Concentragdo (ug/l) Concentragdo (ug/l)
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Estabilidade da razéo de confirmacao

Metomil

Solvente dgua:metanol (9:1), com 0,1 mM de acetato

Solvente: agua ultrapura

de amonio
Meédia = 2,79 Média = 2,76
Desvio padréo = 0,17 Desvio Padréo = 0,30
Coeficiente de variagao (%) = 6,14 Coeficiente de variagao (%) = 10,8
Area de Pico Estabilidade da RC ao Razdio de Area de Pico Estabilidade da RC ao . Ra:éo de
longo da gama de linearidade Confirmacgio longo da gama de linearidade onfirmagao
1000,0 - 3,50 1200,0 T~ 3,50
800,0 3,00 1000,0 1 3,00
800,0 A
600,0 4 2,50 2,50
600,0 4
400,0 - 2,00 400,0 1 2,00
200,0 - y = 8398,4823x + 1,8106 | 1,50 200,0 - y = 9401,5643x + 4,3007 | 1,50
R? = 0,9972 R? = 0,9982
0,0 T T 7 y ¥ + 1,00 0,0 T T 7 y T 1,00
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12 0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12
Concentragao (ug/l) Concentragdo (ug/l)
Diclorvos
Solvente agua:metanol (9:1), com 0,1 mM de acetato Solvente: agua ultrapura
de aménio
Média = 1,62 Média = 1,56
Desvio padréo = 0,091 Desvio Padréo = 0,14
Coeficiente de variagao (%) = 5,59 Coeficiente de variagao (%) = 8,67
Area de Pico Estabilidade da RC ao c Raffﬁo de Area de Pico Estabilidade da RC ao . Ra;ﬁo de
longo da gama de linearidade ontirmagao longo da gama de linearidade onfirmagao
2000,0 - 1,80 2500,0 - 2,00
1500,0 - 1,60 2000,0 1 180
1500,0 1,60
1000,0 A 1,40
1000,0 A 1,40
500,0 - y = 14721,3947x + 25,6899 | 120 500,0 - y = 18053,4406x + 58,1068 | 1,20
R?=0,9962 R?=0,9996
0,0 T T T T T 1,00 0,0 T T u y y + 1,00
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12 0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12
Concentragdo (ug/l) Concentragdo (ug/l)
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Estabilidade da razéo de confirmacao

Tiodicarbe

Solvente dgua:metanol (9:1), com 0,1 mM de acetato

Solvente: agua ultrapura

de amoénio
Média = 4,51 Média = 3,86
Desvio padréo = 0,64 Desvio Padréo = 0,51
Coeficiente de variagao (%) = 14,2 Coeficiente de variagao (%) = 13,3
Area de Pico Estabilidade da RC ao c Raffﬁo de_ Area de Pico Estabilidade da RC ao . Raffio de_
longo da gama de linearidade ontirmacao longo da gama de linearidade ontirmacao
1000,0 - 6,00 600,0 -~ 6,00
800,0 - 5,00 500,0 4 5,00
400,0 -
600,0 - 4,00 4,00
300,0 A
400,0 - 3,00 3,00
200,0 -
200,0 4 y = 8732,8703x - 11,7477 | 2,00 1000 4 y=4732,6410x-3,7424 } 2,00
R? = 0,9975 ’ R? = 0,9961
0,0 T T ? y T 1,00 0,0 T T T y y 1,00
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12 0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12
Concentragdo (ug/l) Concentragdo (ug/l)
Terbutrina
Solvente agua:metanol (9:1), com 0,1 mM de acetato Solvente: agua ultrapura
de amoénio
Média = 434 Média = 416
Desvio padréo = 0,18 Desvio Padréo = 0,30
Coeficiente de variagdo (%) = 4,21 Coeficiente de variagdo (%) = 7,20
Area de Pico Estabilidade da RC ao Raffﬁo de~ Area de Pico Estabilidade da RC ao . Rafféo de~
longo da gama de linearidade Confirmagdo longo da gama de linearidade onfirmacao
6000,0 -~ 5,00 3500,0 1~ 6,00
5000,0 3000,0 + 5,00
4,00 1
4000,0 - 2500,0 4,00
2000,0 -
3000,0 A 3,00 3,00
1500,0 A
2000,0 - 2,00
200 1000,0 A
10000 - y = 48315,9617x + 29,4167 | % 5000 - y = 26765,3258x - 205,9765 |, .,
’ R? = 0,9996 ' R? = 0,9967 '
0,0 T T y y y 1,00 0,0 T T 0,00
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12 0,00 0,05 0,10 0,15
Concentragdo (ug/l) Concentragdo (ug/l)
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Estabilidade da razéo de confirmacao

Azoxistrobina

Solvente: agua ultrapura

de amoénio
Média = 2,76 Média = 3,71
Desvio padréo = 0,31 Desvio Padréo = 0,44
Coeficiente de variagao (%) = 11,1 Coeficiente de variagao (%) = 11,7
Area de Pico Estabilidade da RC ao Raffﬁo deN Area de Pico Estabilidade da RC ao . Raffﬁo deN
longo da gama de linearidade Confirmagdo longo da gama de linearidade onfirmacao
1000,0 - 3,50 600,0 1~ 5,00
800,0 3,00 500,0 ~ 200
600,0 2,50 400,01 ’
' ' 300,0 - 3,00
400,0 - 2,00
200,0 -
200,0 y =7577,6883x +2,5261 | 1,50 1000 - y = 4640,7139x - 4,9367 | 200
R? = 0,9974 ’ R? = 0,9959
0,0 T T 7 T T 1,00 0,0 T T T y T 1,00
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12 0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12
Concentragdo (/1) Concentragdo (g/l)
Etoprofos
Solvente agua:metanol (9:1), com 0,1 mM de acetato Solvente: agua ultrapura
de amoénio
Média = 1,10 Média = 1,05
Desvio padréo = 0,047 Desvio Padréo = 0,043
Coeficiente de variagdo (%) = 4,26 Coeficiente de variagdo (%) = 4,08
Area de Pico Estabilidade da RC ao Rafﬁo de~ Area de Pico Estabilidade da RC ao Raféo de~
longo da gama de linearidade Confirmag&o longo da gama de linearidade Confirmag&o
2000,0 A~ 1,50 2000,0 -~ 1,50
1500,0 - 1,30 1500,0 - 1,30
1,10 1,10
1000,0 A 1000,0 A
0,90 0,90
500,0 A y = 19408,0364x + 14,7625 | 0,70 500,0 A y = 13225,8535x - 46,0456 } 0,70
R? = 0,9986 R? = 0,9950
0,0 T T y y 0,50 0,0 T T T T 0,50
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,00 0,03 0,06 0,09 0,12 0,15
Concentragdo (g/l) Concentragao (g/l)

184
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Estabilidade da razéo de confirmacao

Bifenox

Solvente: agua ultrapura

de amonio
Média = 3,70 Média = 3,77
Desvio padréo = 0,55 Desvio Padrao = 0,49
Coeficiente de variagao (%) = 14,7 Coeficiente de variagao (%) = 12,9
Area de Pico Estabilidade da RC ao . Raffﬁo de Area de Pico Estabilidade da RC ao . Raffﬁo de
longo da gama de linearidade ontirmagao longo da gama de linearidade onfirmagao
4000,0 - 5,00 2500,0 ~ 5,00
3000,0 - 4,00 2000,0 200
1500,0
2000,0 - 3,00 3,00
1000,0 -
1000,0 1 v =36,0979x + 3,0881 | 200 500,0 - y=22,2556x +1,7833 | 200
R? = 0,9999 R? = 0,9992
0,0 T T T T T 1,00 0,0 T T T y y 1,00
0,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00 0,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00
Concentragdo (/1) Concentragdo (Lg/l)

185




AnNexos

Anexo VIII Teste de Mandel

O teste de Mandel serve para comparar 0 ajuste dos valores experimentais a curva
obtida pela regressao linear e a uma curva de segundo grau, de forma a verificar se a curva
da regressao linear é suficientemente satisfatoria, e pode ser utilizada em vez da curva de

segundo grau.

Assim utiliza-se este teste de modo a verificar a existéncia de linearidade na gama
de trabalho.

Para a execucdo deste teste comeca-se por calcular o desvio padrdo residual da
representacdo dos valores experimentais segundo uma funcéo linear (Equacéo VIII.1) e
uma funcdo quadrética (Equacéo VII1.2).

T (y-y)? x
Sy;x = (%) Equacéao VI1II.1

N . 2
M) Equacio VIII.2

Sy/xze) = < —

Onde:

y — valor da area experimental

yi — valor da &rea calculada pela equag&o da regressdo da curva respetiva
n — namero de padrdes

Com estes desvios padrio, calcula-se a diferenca das variancias DS? pela Equacéo
VI11.3 e de seguida calcula-se o Valor Teste (VT) pela Equacdo VI1II1.4.

DS? = (N—=2) XS}, — (N —=3) XS} 20 Equacéo VI111.3
2
VT = -2 Equaco VI11.4
Sy/x(22)

Para verificar se existe linearidade na gama de trabalho, compara-se este Valor
Teste com o valor tabelado da distribuigédo de F de Fisher-Snedecor, para um grau de

confianca de 95,0%, para N-3 valores.
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Se VT < F, considera-se que existe linearidade na gama de concentracGes de
trabalho; se VT > F, considera-se que ndo existe linearidade na gama de concentragdes
de trabalho, e esta gama deve ser reduzida de forma a se obter uma gama de trabalho

linear.

De seguida apresenta-se um exemplo da aplicacdo deste teste.
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Ometoato
Concentracéo < Area Ajuste Area Ajuste
Area . . )
(na/l) Linear Polinomial
0,015 129,1 131,4 128,3
0,022 186,5 195,3 194,2
0,029 268,5 259,3 259,7
0,044 388,1 387,3 389,6
0,058 524.,4 515,2 518,2
0,073 631,0 643,2 645,4
0,087 780,8 771,1 771,1
0,102 893,5 899,1 895,4
Ajuste Linear Ajuste Polinomial
1000 -~ 1000 H~
800 A 800 A
S ]
T 600 - T 600 -
s 3
T 400 S 400 -
3 <
200 A y = 8774,7208x + 3,3979 200 - y = -3312,1933x? + 9154,0158x - 4,4739
R?=0,9990 R2=0,9991
0 T T T T T | 0 A =
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12 0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12
Concentragdo (ug/l) Concentragdo (Lg/l)
Ajuste Linear Ajuste Polinomial
(y-yi)? (y-yi)?
5,082E+00 6,256E-01
7,802E+01 5,886E+01
8,444E+01 7,773E+01
6,932E-01 2,399E+00
8,420E+01 3,837E+01
1,484E+02 2,060E+02
9,338E+01 9,421E+01
3,129E+01 3,706E+00
Soma = 5,255E+02 Soma = 4,819E+02
N-2 = 6 N-3 = 5
Sy = 9,358E+00 S yixEy = 9,818E+00
| DS?=  4,351E+01 |
| VT= 0,45 |
F(1,5)9506= 6,61

Como VT < F, a funcéo de calibracéo linear conduz a um bom ajuste
dos pontos experimentais.
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Anexo IX Teste de Rikilt

O teste de Rikilt serve para verificar a linearidade da curva pela avaliacdo da
dispersdo de cada ponto da curva de calibracdo em relacdo a curva linear ideal tracada

por estes.

Para a avaliacdo deste teste calcula-se o valor da razdo yi/xi para i padrbes, de
acordo com a Equacéo 1X.1, sendo de seguida calculado o valor médio destes, e por fim
calculado o valor relativo de cada um destes, de acordo com a Equacgéo 1X.2, onde se
considera que a média das razdes yi/x; corresponde a 100 %.

Razdoy;/x; =2 Equacéo 1X.1

Xi

Razao yi/x;
media das razdes yi/x;

%y/x; = Equacéo 1X.2

Onde y € a resposta do equipamento e x é a concentracado tedrica do padrdo i.

Para o teste de Rikilt considera-se que existe linearidade se a razéo yi/x; apresentar

um desvio méximo de +10 % para todos 0s pontos da gama de trabalho.

Na tabela e figura seguintes apresenta-se a aplicacdo deste teste ao pesticida
ometoato, bem como a sua representacédo grafica. Estando a representacao gréafica para os

restantes pesticidas a seguir.

Teste de Rikilt (UPLC-MS/MS)

M Teste RIKILT - Ometoato
115 -
Concentracéao Area = vi Razao % o |
(ug/l) = xi =Y viki il
105 A
0,015 129,1  8853,1 100 < . "
£ 100 - 9 2 ° -
0,022 186,5 8526,3 96 2 - o
0,029 2685  9206,3 104 0 |
0,044 388,1 88714 100 . | | | . |
0,058 5244 8990,3 102 0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10
0,073 631,0 86543 98 Concentragdo (ug/l)
0,087 780,8 89240 101
0,102 8935 87532 99

Média da Razdo yi/xi = 8847,4
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Teste de Rikilt (UPLC-MS/MS)

Teste RIKILT - Metomil

Teste RIKILT - Diclorvos

115 - 115 -
110 ~ 110 A
105 4 = 9 9 105 A Y a
g s 9 @ o
S 1004 L) ° o £ 100
= X
= 95 ° ° = o5 | 3 2
)
90 - 90 -
85 T T T T T 1 85 T T T T T 1
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12 0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12
Concentragcdo (pg/l) Concentragdo (Hg/l)
Teste RIKILT - Tiodicarbe Teste RIKILT - Terbutrina
115 - 115 -
110 - 110 A
105 - o 105 o
< 9 2 o < Qo
£ 100 ° £ 100 4 Y V] ° °
= o x J
> 95 - > 95 -
90 - ° 90 -
85 T T T T T 1 85 T T T T T 1
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12 0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12
Concentragdo (g/l) Concentragdo (pg/l)
Teste RIKILT - Azoxistrobina Teste RIKILT - Etoprofos
115 4 115 -
110 - 110 -
105 - 105 -
< Qo C ] o - Qo )
£ 100 - L £ 100 . °
§ 95 e ° X Y ® 9 [
@ > 95 A
90 - 90 A
85 T T T T T 1 85 T T T T T
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12 0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10

Concentragdo (ug/l)

Concentragdo (ug/l)

Teste RIKILT - Bifenox
115 -
110 A
105 -
S o QD
= g 3
= 100 ° Y o 3
S
> 95 -
90
85 T T T T
0,0 20,0 40,0 60,0 80,0 100,0
Concentragdo (ug/l)
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Teste de Rikilt (GC-uECD)

Teste RIKILT - Dicofol

Teste RIKILT - Aclonifena

115 - 115 -
110 .
g 110 -
09
105 - 105 - ° "
£ 100 - ® . o . £ 100 - e 92 o -
x X
= = e o ]
= 95 e o o ® = 95 -
90 -+ 90
85 ; ; ; ; ; 85 . . : .
0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0
Concentragdo (Lg/l) Concentragdo (ug/l)
Teste RIKILT - Quinoxifena Teste RIKILT - Iprodiona
115 - 115 -
110 - =3 110 A
105 - 105 - 5 - .
< < °
£ 100 - ° o £ 100 | 99 - °
= Y = 9
3 S
= o5 9 S 95 - Y
@ @9 <
90 =—9 90
85 . . . . . 85 ; . ; ;
0,00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 0,00 50,00 100,00 150,00 200,00
Concentragdo (pg/l) Concentragdo (ug/l)
Teste RIKILT - Cipermetrina total Teste RIKILT - Deltametrina
115 - 115 ~ Y o
110 + —_— 110 - S
] 9
105 - P o 105
= S 100 - ]
£ 100 - ° g
2 ® 954
> 95 - E
" ~ o0 2
90 4 — 85 -
L
85 . . . T T 80 +—4 . . T )
40,0 70,0 100,0 130,0 160,0 190,0 50,0 100,0 150,0 200,0 250,0
Concentragdo (Lg/l) Concentragdo (ug/l)
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Anexo X Teste das Areas Normalizadas

O teste das areas normalizadas serve para verificar se existe uniformidade da
relacdo entre as areas experimentais e as areas obtidas pela equacdo da curva da regressao
linear, considerando como 100 % o ponto com a melhor razdo entre ambas as areas e

utilizando esta area para calcular os valores normalizados destas areas com a equacao:

Valores Normalizados = S241% » 100 Equacéo X.1
AixC100

Ai — Area do pico i

A100 — Area do pico considerado 100 %

Ci — Concentragdo do pico i

C100 — Concentragdo do pico considerado 100 %

Os valores normalizados calculados por esta equacdo foram representadas sob a
forma de um gréafico em funcdo da concentracdo para se poder melhor observar a sua

distribuicdo, sendo que se considerou como desvio méaximo aceitavel um desvio de 15 %.

Para além disto este teste serve para verificar se existe alguma tendéncia dos pontos
experimentais ao longo da gama de trabalho, sendo que esta idealmente ndo deve existir

e 0s pontos experimentais devem distribuir-se de forma aleatoria.

Nas tabelas e figuras seguintes apresenta-se a aplicacdo deste teste ao pesticida
ometoato, bem como a sua representacdo grafica. Estando a representacdo grafica para os

restantes pesticidas a seguir.
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Teste das areas normalizadas (UPLC-MS/MS)

Curva de calibragdo - Ometoato

y = 8774,7208x + 3,3979
R? = 0,9990

0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12

Concentragdo (g/l)

Ometoato
Concentracao Area de Pico 1000 -
(Hg/)
0,015 129,1 o 17
0,022 186,5 & 600 |
0,029 268,5 'g 200
0,044 388,1 3
0,058 524,4 200 1
0,073 631,0 0
0,087 780,8 0,00
0,102 893,5
Area de Pico Area Experimental/  Valores
estimada Area Estimada Normalizados "
131,4 0,983 100,2 §
195,3 0,955 104,0 %
259,3 1,035 96,4 §
387,3 1,002 100,0 z
515,2 1,018 98,7 S
643,2 0,981 102,5 s
771,1 1,013 99,4
899,1 0,994 101,4

Teste das Areas Normalizadas - Ometoato
115 -

110 A

‘/\ 105 4
0,00 0,02 \/(,():?w: ,06 0,08 0,10

95 H

90 ~

85 -
Concentragdo (ug/l)
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Teste das areas normalizadas (UPLC-MS/MS)

Teste das Areas Normalizadas - Metomil Teste das Areas Normalizadas - Diclorvos
115 - 115 -
3 3
S 110 - S 10
(] ©
N N
® 8 ®
€ €
= 100 =
O T T T T TOU \ T T T T o T T T T 1
Z0,00 O'OV'M 0,86 0,08 0,10 0,12 z 0,08 0,10 0,12
Q 95 (]
S S
i) o
g 90 - g 90 -
85 85 J
Concentragdo (ug/l) Concentragdo (g/l)
Teste das Areas Normalizadas - Tiodicarbe Teste das Areas Normalizadas - Terbutrina
115 -+ 115 A
(7] 17}
(=] i
S 110 _g 110 -
S g
= = 105
© ©
3 f
§ r T T T T T T 1 O T T T o2 T T T T T 1
0,00 08 5 0,12 Eo,oo 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12
g g 95 1
o o
P g 90 -
85 - 85 -
Concentrago (pg/l) Concentragio (pg/l)
Teste das Areas Normalizadas - Teste das Areas Normalizadas - Etoprofos
115 97 Azoxistrobina L]
3 3
S 110 | S 110
© ©
N N
= 105 | = 105
£ / £
5 'C ! ﬂ\_a/ u 1 s f T T T T 1
E 0,00 0,0 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12 Eo,oo 0,08 0,10
g 95 1 o
o o
S 90 - g 90 -
85 J 85 J
Concentragdo (ug/l) Concentragdo (ug/l)

Teste das Areas Normalizadas - Bifenox
115 4

110 4
105 4

0,0 0,0 40,0 60,0 80,0 100,0
95 4

Valores Normalizados

90 -

85
Concentragdo (ug/l)
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Teste de Rikilt (GC-uECD)

Teste das Areas Normalizadas - Dicofol Teste das Areas Normalizadas - Aclonifena
115 - - 115 - -
3 110 1 3 110 -
© el
[y] ©
N N
= = 105
E - £
00,0 10,0 o 22— — ; :
E E 0,0 10, 20,0 30,0 40,0 50,0
g g 95 1
S R s
(] (¢}
> 85 - > 90 -
80 85 J
Concentragdo (ug/l) Concentragdo (ug/l)
Teste das Areas Normalizadas - Teste das Areas Normalizadas - Iprodiona
> T Quinoxifena 115 1
7 110 4 7
S o 110 -
= 105 ~ B
2 100 /o\a_ N
(_“ r T T Eavivy T (_U 185 4
£0,00 10,00 20,00 95 |30 40,00 50,00 £
s s 100
E Eo,oo 50,00 100, 50,00 2\0’0,00
g g 95
(O (T
> 75 | > 90
70 - 85 -
Concentragado (ug/l) Concentragdo (ug/l)
Teste das Areas Normalizadas - Teste das Areas Normalizadas -
125 1 Cipermetrina total Deltametrina
" " 145 s
(=] g (=]
® o '3 135 -
N 115 + N
E 110 g 125
S S
3 . S 115
9 . —268 . 9
5400 70,0 100,0 g5 ] 190,0 5 e
= = ; 3
> 90 A >50,0 100,0 9315D,0 200,0 250,0
85 85 J
Concentragdo (ug/l) Concentragdo (ug/l)
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Anexo XI Homogeneidade de Variancias!?7]

Este método serve para verificar se existe homogeneidade das variancias ao longo
da gama de linearidade. Para executar o teste deve-se fazer pelo menos 10 ensaios (ISO
8466-1) da medicdo do padrdo do limite inferior e superior da gama de trabalho, sendo
depois calculado um valor teste (PG) com as variancias destes e comparado com o valor
de tabelado da distribuicdo de F de Snedecor-Fisher para um grau de confianca de 99,0
% e n-1, sendo n 0 numero de ensaios. Neste caso executaram-se 11 a 12 ensaios, sendo
o valor tabelado da distribuicdo de F de Snedecor-Fisher para 11 valores e intervalo de

confianca de 99,0 % é de 4,46, e de 4,85 para 10 valores.

A variancia foi calculada com recurso a equacao:

2 _ Tl "
Si = — Equacao XI.1
Onde ¥, = 2j=1Yiy
n
Sendo i 0 nimero do padrdo e j o0 nimero de repeticdes.
O valor teste (PG), é depois calculado de acordo com:
2 2
PG =§—:zse512 > S2 ou PG =§—jzsee522 > S2 Equacdo XI.2

Se PG < Fgo0 %, entdo conclui-se que existe homogeneidade de varidncias ao
longo da gama de trabalho, o que significa que a gama de concentracdes esta bem
ajustada. Se PG > Fggp %, conclui-se que ndo existe homogeneidade de variancias ao
longo da gama de trabalho, sendo neste caso necessario reduzir a gama de trabalho.

De seguida apresenta-se um exemplo da aplicacdo deste teste.
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Concentragéo inferior: 0,015 pg/l

Area
1479
1445
131,5
1441
127,3
155,0
125,0
145,7
148,6
153,6
141,5
134,2

Ometoato

N-1=
Media =

11
141,575000
Desvio Padrdo = 9,9111622
Desvio Relativo = 7,00
Variancia= 9,8231E+01

(%)

Concentragéo superior: 0,10 pag/l

Area
910,5
969,9
947.1
969,6
945,7
967,6
928.,8
971,8
926,4
9245
942.6
936,6

N-1=

Média =

Desvio Padrdo =
Desvio Relativo =
Variancia =

11
945,091667
20,7893967

2,20
4,3220E+02

(%)

Valor Teste (PG) = s%1 /5% se s1>s% ou PG =s%2/ s%1 se 5% > §%1

Fogo = 4.46

PG

4,40

Concluséo

Uma vez que PG ¢é INFERIOR ao F, pode afirmar-se que EXISTE homogeneidade de
variancias na gama de trabalho estudada
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Anexo XII Limiares analiticos[27]

Os limiares analiticos sdo de elevada importancia na validacdo de métodos para

analise vestigial.

O limite de detecdo (LOD) é a quantidade mais pequena que Se consegue
identificar com um elevado nivel de confianca. Pode ser obtido experimentalmente,
considerando-o como a concentracdo a qual se obtém uma razdo sinal/ruido de pelo
menos 3 vezes, ou pode ser calculado com recurso a ensaios de repetibilidade de um
padrdo no extremo inferior da gama de trabalho, sendo neste caso o LOD obtido com

recurso a Equacéo XII.1.

O limite de quantificagdo (LOQ) é quantidade mais pequena que se consegue
quantificar com um elevado grau de confianca. A semelhanca do LOD, o LOQ pode ser
obtido experimentalmente, considerando-o como igual a concentracdo para a qual se
obtém uma razdo sinal/ruido de pelo menos 10, ou calculado com recurso a dados de
precisdo de um padrdo no limite inferior da gama de trabalho, sendo calculado com

recurso a Equacéo XII.2.
LOD = 3 X S, Equacéo XII.1
LOQ = 10 X S,o Equagéo XI1.2

Onde Sxo € 0 desvio padrdo de leituras repetidas de um branco ou padréo

correspondente ao limite inferior da gama de trabalho.

De seguida apresenta-se um exemplo da aplicacdo deste teste.
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Determinacao do Limite de Detecao

e Limite de Quantificacao

Ometoato

Concentracéo inferior da Gama de Linearidade (ug/l) = 0,0146

Area de Pico  Area de Pico Relagdo das Concentracdo pela

MRM 1 MRM 2 Intensidades equacéo da curva
MRM1/ MRM?2 (ng/l)
147,9 83,7 1,767 0,0165
144,5 81,4 1,775 0,0161
131,5 83,4 1,577 0,0146
1441 85,9 1,678 0,0160
127,3 70,7 1,801 0,0141
155,0 79,8 1,942 0,0173
125,0 87,2 1,433 0,0139
145,7 72,7 2,004 0,0162
148,6 65,2 2,279 0,0165
1536 71,8 2,139 0,0171
141,5 81,9 1,728 0,0157
134,2 84,0 1,598 0,0149

Meédia da Relacdo das Intensidades = 1,810
Desvio Padrédo = 0,244
CV (%) = 13,46

Dados da curva de calibragdo
Declive (concentracéo, ug/l) = 8774,72
Ordenada na Origem (area) = 3,3979
Coeficiente de Determinacéo (r) = 0,9995

Media das Concentracdes (ug/l) = 0,0157
Desvio Padréo (ug/l) = 0,00113
CV (%)= 7,17

ERRO RELATIVO = 7,99 %
Limite de Detecéo = 0,00339 (ng/l)
Limite de Quantificacdo = 0,0113 (ng/l)
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Anexo XIII Incerteza global do método analiticol281[29]

A incerteza global do método analitico pode ser calculada passo a passo pela lei da
propagacdo de erros, para 0 que é necessario averiguar todas as fontes de incerteza e
quantifica-las. Pode também ser calculada de forma direta por ensaios de recuperacao, de

acordo com o método Nordtest.

Para o célculo da incerteza global do método com base na propagacdo de erros
utilizou-se a incerteza associada a preparacdo dos padrBes de calibracdo, a incerteza
associada a interpolacdo na curva de calibragdo e a incerteza associada aos dados de

ensaios de precisao.
Anexo XIII.1 Incerteza dos padroes de calibracao

Uma vez que esta é a componente da incerteza onde estd a grande maioria de passos
de manipulacdo de padrdes, esta também é a componente que reine a maior parte das
fontes primaérias de incerteza, ou seja as varias componentes de incerteza introduzidas na
pesagem das massas do padrdo comercial, e na medicéo de volumes para aferir balGes e
preparar diluicGes.

Anexo XIII.1.1 Incerteza padrao associada a pesagem do padrao
comercial

A pesagem do padrdo comercial é afetada por vérios fatores, sendo estes a
incerteza da pureza dos padrfes comerciais e os varios fatores de incerteza inerentes a

pesagem sob a forma do erro maximo admissivel da balanca (e.m.a.).

Para calcular a incerteza padrdo associada ao valor da pureza dos padrbes
comerciais dos pesticidas assume-se uma distribuicdo retangular da impureza do padrédo

comercial, sendo o célculo desta feito através da seguinte equacao:

Tolerancia

u(pur) = —5 Equacao XI1I.1

Onde:
u(pur) — Incerteza padrao associada a pureza do padrdo comercial

Tolerancia — Teor de impureza do padrdo comercial, segundo o certificado de qualidade

do mesmo.
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O célculo da incerteza inerente a pesagem ¢é feito com recurso ao valor do erro
maximo admissivel (e.m.a.) para a balanca, sendo a incerteza associada a calibracéo da

balanca calculada por:

2
w'(m) = u(tara) = ("’j‘;) Equagio XI11.2

u’(m) e u(tara) — incerteza padréo do certificado de calibracdo da balanga na zona da tara

e na zona de trabalho, respetivamente (mg)

e.m.a. — Erro maximo admissivel ou especificacdo da balanc¢a, quer na tara como na zona

de trabalho (mg).

A incerteza padréo associada a pesagem ¢ dada por:

em.a. 2 em.a. 2 ~
u(m) _J( = ) mm+( = ) . Equagio XIll3

u(m) — Incerteza padréo associada a pesagem (mg).

Anexo XIII.1.2 Incerteza padrao associada ao volume utilizado para a
preparacao da solu¢ao padrao primaria

O célculo da incerteza padrao inerente ao volume utilizado para a preparacao da
solucdo padrdo primaria € feito tendo em conta a incerteza padrdo associada ao volume
do material volumétrico e a incerteza associada ao efeito da temperatura no volume de

solvente.

A incerteza padrdo associada a calibragdo do material volumétrico é calculada
com base no valor de tolerancia do mesmo, fornecido pelo fabricante, assumindo-se uma
distribuicdo retangular para o calculo da incerteza padrdo associada ao volume. A
incerteza padrdo associada ao volume do baldo volumétrico pode ser calculada com a
equacéo seguinte:

Tolerancia (Baldo/pipeta)

V3

u'(V) = Equacdo XIII.4

u’(V) — Incerteza padrdo associada ao volume (ml)

Tolerancia — Toleréncia do material de volumétrico (ml)
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A incerteza padréo associada a medicdo do volume de solvente com a temperatura

pode ser calculada com recurso a:

Vp XATXCOBfExp

Uppr = et Equacio XII1.5

Uefr — Incerteza padréo associada ao efeito da temperatura no volume de solvente

(ml)
Vb — Volume do baldo volumétrico (ml)
At — Variagédo de temperatura do laboratdrio (°C)
Coefexp — Coeficiente de expanséo volumétrico do solvente (°C™t)

Sendo a incerteza padrdo associada ao volume dada por:

u(V) = Ju’(V)Z + Ugpr? Equacdo XI11.6

Com as incertezas padréo anteriores pode-se calcular a incerteza padréo associada

a preparacdo da solucdo padrdo primaria com recurso a equacao:

w(C) = C x \/(“("’—“”)2 + (M)2 + (@)2 Equagdo XI11.7

pur m Vp

u(C) — Incerteza padrdo associada a concentracdo da solucdo padrdo primaria
(mg/1)

C — Concentracéo da solucéo padrao primaria (mg/l)

u(pur) — Incerteza padrao associada a pureza do padrdo comercial

pur — Pureza do padrdo comercial em valor nominal

u(m) — Incerteza padrdo associada a pesagem do padrdo comercial (mg)

m — massa pesada do padrdo comercial (mg)

u(V) — Incerteza padréo associada ao volume da solucdo padrao primaria (ml)

Vb — Volume do baldo volumétrico (ml)
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Anexo XIII.1.3 Incerteza padrao associada a preparacdo das solugoes
intermédias e de calibracao

A necessidade de se fazerem dilui¢bes da solucdo padréo primaria para preparar
solucBes de calibragdo faz com que exista a propagacdo do erro associado a preparacdo
da solugdo padréo priméria, com cada dilui¢do sucessiva. Esta propagagdo de incerteza
também pode ser calculada e € utilizada no calculo da incerteza padrdo combinada final

do método. Para este efeito utiliza-se a equacao:

w(C1) = €1 x J (@)2 + (“(V”)2 + (“(VZ))2 Equacéo XII1.8

Vi V2
u(C1) — Incerteza padréo associada a diluicdo (solucdo padréo intermédia) (mg/l)
C1 - Concentracdo da solucdo diluida (solucdo padrédo intermédia) (mg/l)
u(C) — Incerteza padrao da solucdo padrédo anterior (mg/l)
C — Concentracédo do padrdo anterior (mg/l)
u(V1) — Incerteza padrao da pipeta (ml)
V1 — Volume pipetado (ml)
u(V2) — Incerteza padrdo associada ao volume do baldo volumétrico
V2 — Volume do baldo volumétrico

Para calcular a incerteza padrédo da solucdo padréo de calibragdo calcula-se a
incerteza padrédo associada a preparacdo do padrdo de concentracao inferior, uma vez que
este sera 0 que apresenta uma maior incerteza. Para este efeito utiliza-se novamente a
equacdo anterior para cada passo de diluicdo que existir até a preparacdo da solugédo

padréo de calibracéo de concentracao inferior.

Esta incerteza pode ser expressa em percentagem, sendo calculada de acordo com

a equacao:

u(Ci)
Ci

u'(Ci) = X 100 Equacao XI11.9

Sendo:

u’(Ci) — Incerteza padrdo associada a preparacdo da solucdo padrao i (%)
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u(Ci) — Incerteza padrao associada a preparacdo da solucéo padrao i (mg/l)
Ci — Concentracao da solucao padréo i (mg/l).

Anexo XIIIL.2 Incerteza associada a interpolacio na curva de

calibracao

Uma vez que as leituras obtidas pelo equipamento para uma dada concentracéo
néo sdo valores fixos mas uma dispersdo em torno de um ponto, existe sempre um erro
quando interpolando uma curva de calibracdo linear obtida pelo método de regresséo

linear para quantificar uma amostra. Esta incerteza ucurva pode ser calculada atraveés de:

_ (Sy/x 1.1 (V1ia—9)? ~
Ucurva = ( b ) X \/N + n + —b2x2?1=1(xi—f)2 Equacao XI111.10
Onde:
N — )2
Sy/;x = JZ‘=1(y ;V_(Z+bx‘) Equagdo XI11.11

Syix— desvio padréo da curva de calibragdo

b — declive da curva de calibracéo

N — Numero de padrdes de calibracdo utilizados para tragar a curva de calibracao
n — NUmero de leituras do padrdo de concentracdo mais baixo

¥1ia — Valor médio das leituras das amostras

y — Valor médio das leituras da curva de calibracéo

x; — Concentracdo de cada padréo de calibracéo

x — Média da concentragédo dos padrdes da curva de calibragédo

a— Ordenada na origem da curva de calibracdo

yi — Resposta do equipamento para cada padréo de calibragéo
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Anexo XIIL.3 Precisao intermédia do método.

Esta incerteza visa avaliar a variabilidade das condicGes do laboratério numa
aproximagéo ao trabalho em rotina, sendo calculada com recurso aos padrdes de controlo
de vérias sequéncias. A incerteza da precisdo intermédia é dada por:

S
Cx+N

u(precisao) = x 100 Equacéo XI11.12
u(precisao) — Incerteza associada aos padrdes de controlo (%)

S — Desvio padréo da recuperacao (mg/l)

C — Média das concentragdes (mg/l)

N — NUmero de anélises

Anexo XIIL.4 Incerteza global do método

Com base em todas as incertezas anteriores & possivel calcular a incerteza

combinada do método através da seguinte equacao:

Ue = \JUeurva? + U (Ci)? + u(precisio)? Equacio XI111.13
Uc — Incerteza combinada do método
Ucurva — Incerteza associada a interpolagdo na curva de calibracdo
u’(Ci) — Incerteza associada ao padrdo de calibracdo de concentracdo mais baixa
u(precisao) — Incerteza associada a precisao intermédia

Normalmente ndo se reporta a incerteza como um valor absoluto, mas sim como
uma incerteza expandida (U), esta é a incerteza combinada multiplicada por um fator de
cobertura, k. Tendo-se utilizado o fator de cobertura 2, que corresponde a um intervalo de

confianca de 95 %.

U=u.xk Equacéo XI11.14
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Anexo XIV Seguranca e ambiente

O tipo de trabalho realizado nos laboratdrios da EPAL é de alta preciséo, e envolve
diversos reagentes quimicos perigosos tanto para o0 homem como para o0 ambiente,
estando o laboratério munido com sistemas de seguranca para proporcionar o bem-estar
dos profissionais, evitar o risco de acidentes, bem como de um sistema integrado de

desenvolvimento organizacional de recolha de residuos.

Os locais de trabalho estdo equipados com um de sistema ventilacao, iluminacao
e limpeza adequados, estando o ambiente das varias salas termostatizado de forma a

manter uma temperatura constante no laboratério ao longo do tempo.

Para a manipulacdo e armazenamento dos diversos quimicos estdo disponiveis
hottes onde se procedeu a manipulacdo dos solventes e padrbes ao longo do trabalho,
frigorificos estanques para 0 armazenamento de padrfes de pesticidas e armarios com
ventilacdo para o armazenamento de solventes. Também foram utilizados equipamentos
de protecdo individuais, tendo estes consistido de bata, éculos, luvas. Quando se
manipularam padrdes comerciais para pesagem recorreu-se ainda a mascara de protecdo
e 2 pares de luvas para protecdo acrescida, devido ao perigo mais elevado que estes

padrdes proporcionam.

De forma a garantir a boa qualidade dos resultados obtidos durante o trabalho
experimental todo o material de vidro foi submetido a um cuidadoso processo de lavagem

e descontaminagéo.

Os sistemas de seguranca do laboratério sdo constituidos por: lava-olhos,
chuveiros e extintores de incéndio em cada sala de manuseamento de substancias
quimicas; caixas de primeiros socorros em locais bem identificados; um sistema de
alarme e detecdo de incéndios e um sistema automatico de detecdo de gases para garantir
a seguranca em caso de fuga, estando ambos ligados a um sistema de controlo de portas

de corta-fogo/retengéo de gases.

Em termos de medidas de gestdo de residuos, todos os residuos sélidos e liquidos
produzidos durante o trabalho laboratorial sdo separados, como residuos soélidos
quimicos, solventes halogenados, solventes ndo halogenados, 4acidos, materiais
adsorventes e material de vidro contaminado. Todos estes residuos depois de recolhidos

em recipientes adequados e identificados sdo armazenados provisoriamente no ECOLAB
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(armazém especifico de residuos), sendo posteriormente reencaminhados para tratamento

por uma empresa licenciada para o efeito.

Mais especificamente, ao longo deste trabalho foram produzidos vérios residuos,
sendo os produtos quimicos utilizados para a preparagdo dos funis considerados residuos
quimicos solidos, os diversos solventes utilizados considerados como solventes nédo
halogenados ou halogenados, sendo que todas as solucBes padrdo de calibragdo foram
tratadas como residuos ndo halogenados, mesmo quando preparadas totalmente em agua,
devido a elevada concentracédo de pesticidas presente. Para além destes, foram produzidos
diversos residuos sob a forma de adsorventes contaminados como as luvas, seringas de
plastico e filtros e residuos de vidro contaminado, como pipetas de Pasteur, vials e

recipientes de pesticidas comerciais.

A maioria deste material de plastico e vidro é descartado imediatamente apds a
utilizagdo para evitar contaminagdes das instalagdes no caso de luvas, e de amostras ou

padrBes no caso de vials, pipetas de Pasteur e seringas de plastico.
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Anexo XV Analise de custos

Para a realizacdo deste trabalho foi necessaria a compra de padrdes comerciais dos
diversos pesticidas abordados, e uma vez que ndo se adquiriram para uso em cada uma
das técnicas em separado, manter-se-40 como um custo separado do restante processo de

validacdo dos métodos analiticos.

Todos os solventes, gases e quimicos sélidos fazem parte do uso corrente do
laboratdrio, tornando-se dificil de averiguar com exatiddo a quantidade utilizada destes,
como tal, esta avaliacdo serad feita como a melhor estimativa de custos possivel. No
entanto ndo se considerara o custo do material corrente de laborat6rio, bem como alguns

custos operacionais dos equipamentos.

Todos os precos apresentados sao referentes ao prego unitario ou por embalagem,
sem a aplicacdo de IVA, conforme os precos apresentados em guias de entrega ou caso

estas ndo apresentem precos, nas paginas da internet dos fornecedores.

A apresentacao de custos final ndo sera afetada da quantidade de cada material ou
substancia gasta quando esta é inferior a unidade. Isto pode levar a uma sobre estimativa
dos custos, no entanto se estes ndo fizessem parte do grupo de substéncias e materiais de
uso corrente das vérias areas do laboratério ou excedentes de trabalhos desenvolvidos
anteriormente, ter-se-iam de adquirir a unidade, e o excedente ndo utilizado ao longo do

trabalho, mesmo sendo armazenado, seria gasto inerente ao trabalho.
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Tabela XV.1 Padr6es comerciais de pesticidas utilizados.

Pesticida Quantidade (/unidade) Preco (€/unidade) Unidades
Aclonifena 0,25¢g 55,62 1
Azoxistrobina 01g 122,00 1
Bifenox 0,25¢g 48,15 1
alfa-Cipermetrina 01g 70,65 1
beta-Cipermetrina 0,1¢g 70,65 1
, - Frasco de 10 ml, a 10 284,40 2

teta-Cipermetrina .
mg/l, em ciclohexano 229,08 2
zeta-Cipermetrina 0,19 95,40 1
Deltametrina 0,259 110,00 1
Diclorvos 0,259 40,59 1
Dicofol 0,19 67,68 1
Etoprofos 0,19 83,00 1
Iprodiona 0,19 83,00 1
Metomil 0,1g 75,50 1
Ometoato 0,1g 48,15 2
Quinoxifena 0,1g 109,80 1
Terbutrina 0,259 63,18 1
Tiodicarbe 0,19 95,00 1
Total 2313,48

1Adquirido de 2 fornecedores diferentes.

O custo total em padroes de pesticidas foi aproximadamente 2300 € tendo estes
sido utilizados em ambas as técnicas. De forma geral apenas se utilizou 20-40 mg de cada
pesticida, com excecdo do pesticida ometoato para o qual houve perda total de uma
embalagem devido a forma como se tentou preparar a primeira solucdo padréo primaria
deste. Excecdo foi também o pesticida teta-cipermetrina, que devido a ser comercializado
como uma solucdo muito diluida foi adicionado diretamente a solugdo intermédia sempre
que esta se preparou, o que fez com que se tenha utilizado uma maior quantidade deste

padrdo comercial.
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Tabela XV.2: Custos associados exclusivamente ao desenvolvimento do método de UPLC-MS/MS.

Operacao do UPLC-MS/MS e preparagéo de solventes
Preco (€/unidade)  Quantidade (unidades)

Coluna 693,00 1 coluna
Vials UPLC 178,00 5 caixas (100 vials)
Acido Férmico 98-100% 39,20 lgarrafade 11
Metanol 15,00 8 garrafas de 2,5 |
Acetato de amonio 57,20 1 caixa (500 g)
Argon 6.0 64,06 1 garrafa
Preparacao de amostras
Seringa de pléastico 6,90 1 caixa (100 seringas)
Filtro GHP Acrodisc 171,90 1 caixa (100 filtros)
Fibra de vidro 44,17 1 caixa (100 discos)
Filtro IC Acrodisc 237,40 1 caixa (100 filtros)
Nylaflo membrane filter 199,00 1 caixa (100 discos)
Filtro Regenerated Cellulose 138,90 1 caixa (50 filtros)
Total 2661,73

O custo de operacdo do UPLC-MS/MS e validacdo do método foi de cerca de
2700 € O tempo de utilizacdo do equipamento ndo estd contabilizado, apenas se tendo
considerado o custo de uma garrafa de argon, sendo este superior a quantidade de argon
utilizado, e o custo dos solventes da fase movel e solventes de lavagem, estando estes

junto com os solventes utilizados para a preparacao das curvas de calibracao.

Durante todo o estudo utilizaram-se muitos vials e seringas, estando as
quantidades estimadas na Tabela XV.2, sendo que apenas se utilizaram 3-4 filtros dos
varios tipos durante o estudo do processo de filtracdo, no entanto conta-se com o custo de

uma caixa de cada tipo de filtros.
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Tabela XV.3: Custos associados exclusivamente ao desenvolvimento do método de GC-ECD.

Operacéo do GC-ECD

Preco (€/unidade)

Quantidade (unidades)

Coluna cromatogréafica Phenomenex Zebron 555,30 2 colunas
Coluna cromatogréfica Agilent Technology HP-5MS 581,91 1 colunas
Hélio 165,80 1 garrafa
Argon-Metano 168,30 1 garrafa
Preparacao de solventes e amostras
Vials GC 12,80 4 caixas (100 vials)
Tampas para vials 28,60 4 sacos (100 tampas)
Acetona 24,31 5 garrafas de 2,5 |
n-Hexano 80,40 1 garrafade 2,51
Diclorometano 21,72 2 garrafas de 2,5 |
Metanol 15,00 1 garrafade 2,51
Cobre em pé fino 50,00 1 caixa (250 g)
Florisil® 116,90 1 caixa (1 kg)
Sulfato de sodio anidro 26,40 1 caixa (1 kg)
Tiossulfato de sodio pentahidratado 14,74 1 caixa (500 g)
Azoto 5.2 BIP 42,33 1 garrafa
Chromabond HR-P — 1 caixa de 30 cartuchos
Cartuchos SPE Isolute C18 (EC) 206,00 5 caixas de 30 cartuchos
Oasis HLB 187,00 2 caixas de 30 cartuchos
Total 4106,97

O custo de operacdo do GC-ECD e validacdo do método foi de aproximadamente

4500 € O tempo de utilizacao do equipamento nao esta contabilizado, apenas se tendo
considerado o custo de uma garrafa de argon-metano, e hélio. A necessidade de adquirir
uma segunda coluna cromatografica Phenomenex Zebron deveu-se a primeira coluna
comecar a demonstrar problemas de estabilidade, possivelmente devido ao elevado
numero de injecdo de padrdes realizada para definir e validar a gama de linearidade.

O custo do diclorometano engloba tanto a o ensaio deste como solvente quanto o
uso deste nos métodos de extracdo estudados, o0 metanol aqui apresentado deve-se ao seu
uso no método de SPE. A ndo apresentacdo do prego dos cartuchos Chromabond HR-P
deve-se a estes fazerem parte de um grupo de excedentes de um trabalho anterior, e ndo
ter sido possivel adquirir o custo dos mesmos em tempo Util, tendo apenas se utilizado 12

cartuchos destes.
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