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RESUMO

Os frutos secos sdo alimentos com elevado valor nutricional e importantes para uma alimentacao
saudavel, devido a presenca de acidos gordos e antioxidantes na sua composi¢ao. O crescimento do setor
agricola e o aumento das exigéncias alimentares, tém levado a uma maior aplicag@o de pesticidas nas
produgdes agricolas. Os residuos de pesticidas presentes nos alimentos constituem uma ameaca para a
saude publica, portanto, ¢ importante desenvolver métodos de analise de residuos de pesticidas em
produtos alimentares que garantam o cumprimento dos limites maximos de residuos estipulados pela
Unido Europeia. Assim, foi desenvolvido e otimizado um método multiresiduo para a analise de
pesticidas em matrizes com elevado teor em gordura por cromatografia gasosa acoplada a um
espectrometro de massa quadrupolo triplo (GC-MS/MS). A otimizag¢do do processo de extragdo do
método QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, and Safe) permitiu ultrapassar os
problemas associados a complexidade das matrizes com elevado teor de gordura, através de uma etapa
de limpeza em fase solida dispersiva (d-SPE). O método foi validado para os pesticidas clorfenvinfos e
malatido e para as matrizes améndoa e amendoim, seguindo as diretrizes do guia SANTE/11312/2021.
O método apresenta uma boa linearidade (R?> 0,995), dentro da gama de trabalho de 5 a 100 ppb, e
demonstra ser especifico e seletivo na detecdo do clorfenvinfos e do malatido para ambas as matrizes
em estudo. O limite de detecdo (LD) do método ¢ de 0,004 mg/kg e o limite de quantificagdo (LQ)
corresponde a 0,01 mg/kg. As matrizes avaliadas apresentam boas taxas de recuperagdo no intervalo de
70 a 120%. O coeficiente de variacdo (CV) varia entre 3,50% e 10,85% para a repetibilidade e entre
9,07% e 11,28% para a precisdo intermédia. A incerteza do método ¢ inferior a 50%. Os resultados da
validagdo encontram-se dentro dos critérios do SANTE/11312/2021 e o método pode ser aplicado a
analises de rotina, pois permite quantificar os pesticidas a valores inferiores ao LQ com boas taxas de
recuperagao.

Palavras-chave: Clorfenvinfos, Malatido, GC-MS/MS, Validagao de Métodos, QUEChERS
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ABSTRACT

Dried fruits are foods with high nutritional value and are important for a healthy diet, due to the
presence of fatty acids and antioxidants in their composition. The growth of the agricultural sector and
the increase in food needs led to a greater application of pesticides in agricultural production. Pesticide
residues present a threat to public health in specific foods, therefore, it is important to develop methods
for analyzing pesticide residues in food products that guarantee compliance with the maximum residue
limits stipulated by the European Union. Thus, a multiresidue method was developed and optimized for
the analysis of pesticides in high oil matrices via gas chromatography coupled to a triple quadrupole
mass spectrometer (GC-MS/MS). The optimization of the QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective,
Rugged, and Safe) extraction method prevented possible problems associated with the complexity of
high oil content matrices, through a dispersive solid-phase cleaning step (d-SPE). The method was
validated for the pesticides chlorfenvinfos and malathion and for almond and peanut matrices, following
the guidelines of the SANTE/11312/2021 guide. The method has good linearity (R2 > 0.995), within
the working range of 5 to 100 ppb and has proven to be specific and selective in the detection of
chlorfenvinphos and malathion for both matrices under study. The detection limit (LD) of the method
is 0.004 mg/kg and the limit of quantification (LQ) corresponds to 0.01 mg/kg. The evaluated matrices
present good recovery rates in the range of 70 to 120%. The coefficient of variation (CV) varies between
3.50% and 10.85% for repeatability and between 9.07% and 11.28% for intermediate precision. The
uncertainty of the method is less than 50%. The validation results meet the SANTE/11312/2021 criteria
and the method can be applied to routine analyses, as it allows pesticides to be quantified at values below
the LQ with good recovery rates.

Keywords: Chlorfenvinphos, Malathion, GC-MS/MS, Method Validation, QUEChERS



INDICE

CAPITULO I - INTRODUCAO

1.1. A empresa SGS
1.1.1. SGS Global
1.1.2. SGS Portugal

1.2.  Desenvolvimento do setor agricola, aplicagdo de pesticidas e impactos associados

1.3.  Pesticidas
1.3.1.  Historia dos pesticidas
1.3.2.  Quimica dos pesticidas
1.3.3.  Pesticidas organofosfatos
1.3.4.  Pesticidas Organoclorados

1.4. Malatido

1.5. Clorfenvinfos

1.6. Métodos de extragdo de residuos de pesticidas

1.7.  Método QUEChERS
1.7.1. Solvente de extragdo
1.7.2. Salting-out
1.7.3.  Limpeza d-SPE

1.8.  Separacdo e detecdo de residuos de pesticidas

1.9.  GC-MS/MS

1.9.1. Separacdo por cromatografia gasosa
1.9.2. Ionizagdo de eletroes
1.9.3. Separagdo de massa

1.10. Validag@o do método de analise
1.10.1.  Especificidade e Seletividade
1.10.2. Linearidade e Gama de trabalho

Gama de Trabalho
Linearidade
1.10.3. Limiares analiticos
1.10.4.  Precisao
Repetibilidade
Precisdo Intermédia
1.10.5. Exatidao
1.10.6. Incerteza
Incerteza de precisdao
Incerteza de veracidade
Incerteza combinada
Incerteza expandida

CAPITULO II - PARTE EXPERIMENTAL

2.1.  Material e Reagentes

—_— —

(o< e NV, IRV, BNV, NS

10
11

12
13
13
14

15

16
16
17
18

19
19
20
20
21
21
22
22
23
23
24
24
24
25
25

26
26

vi



Material e equipamento

Amostras e reagentes
Preparacdo da solugdo padrio A
Preparacdo da solugdo padrao B

2.2.  Procedimento Experimental
Extragdo de pesticidas
Ensaios de recuperacao
Reta de calibragao
Condigoes cromatograficas
Validagdo

CAPITULO III - RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Otimizagao do processo de extracao

3.2. Validagao
3.2.1. Gama de Trabalho
3.2.2. Linearidade
3.2.3. Especificidade e Seletividade
3.2.4. Limiares Analiticos
3.2.5. Precisao
Repetibilidade
Precisao Intermédia
3.2.6. Exatidao
3.2.7. Controlo de Duplicados
3.2.8. Incerteza

3.3. Aplicacao a Analise de Rotina

3.4. Perspetivas futuras
CAPITULO IV - CONCLUSAO
BIBLIOGRAFIA

APENDICE A

Solugdes padrdo de mistura de pesticidas

APENDICE B
Teste da homogeneidade de variancias
Teste de Mandel

Limite de quantificagdo — Ensaios de recuperagio

26
26
26
27

28
28
28
28
29
29

31

31

36
36
37
40
41
42
42
44
46
50
52

53
55

56

57

63
63

65
65
69
71

vil



INDICE DE FIGURAS

Figura 1 - Logotipo da empresa SGS. 1

Figura 2 - Estrutura quimica geral do grupo fosfato (a) e fosforotiato (b). R' e R? representam
geralmente grupos alquilos ou arilos que podem estar ligados diretamente ou através de atomos de
oxigénio ou de enxofre. X pode representar grupos alifaticos, aromaticos ou heterociclicos

substituidos ou ramificados ligados ao atomo de fésforo. 6
Figura 3 — Estrutura quimica do malatido(a), malaxado (b) e isomalatido (c). 9
Figura 4 - Procedimento QUEChERS para a extracdo de pesticidas. 12
Figura 5 — Técnicas analiticas disponiveis para a analise de pesticidas em matrizes alimentares. 15
Figura 6 - GC-MS/MS, modelo EVOQ GC-TQ (imagem retirada do site do fabricante,

https://www.bruker.com/en/products-and-solutions/mass-spectrometry/triple-quads.html). 16
Figura 7 - Composi¢do da coluna Rxi®-5Sil MS. 17

Figura 8 - Esquema relativo ao método de ionizagao de eletrdes e ao sistema quadrupolo (imagem
retirada de Wittmann 2007). 18

Figura 9 - Esquema relativo a um quadrupolo triplo (imagem retirada de Agilent 7000/7010 Series
Triple Quadrupole GC/MS System Concepts Guide). 18

Figura 10 - Representacdo grafica dos cromatogramas obtidos por GC-MS/MS da analise do
clorfenvinfos extraido da améndoa, com a adi¢ao de acido acético (A e B) e sem a adi¢do de acido
acético (C e D). A e C representam os picos dos ides quantificadores e B e D representam os picos
referentes aos i0es qualificadores. 34

Figura 11 - Representagdo grafica dos cromatogramas obtidos por GC-MS/MS da anélise do malatido
extraido da améndoa, com a adi¢do de acido acético (A, B e C) e sem a adigao de acido acético (D,
E e F). A e D representam os picos dos ides quantificadores e B, C, E e F representam os picos
referentes aos i0es qualificadores. 34

Figura 12 - Representagdo grafica da reta de calibragdo obtida para o clorfenvinfos na améndoa (A) e
no amendoim (B). 37

Figura 13 - Representacdo grafica da reta de calibragdo obtida para o malatido na améndoa (A) e no
amendoim (B). 38

Figura 14 - Representacdo grafica dos cromatogramas obtidos por GC-MS/MS para o padrdo 6 na
analise do clorfenvinfos extraido da améndoa (A e B) e do amendoim (C e D). A e C representam

os picos dos ides quantificadores e B e D representam os picos referentes aos ides qualificadores.
40

Figura 15 - Representacdo grafica dos cromatogramas obtidos por GC-MS/MS para o padrdo 6 na
analise do clorfenvinfos extraido da améndoa (A, B ¢ C) e do amendoim (D, E e F). Ae D
representam os picos dos ides quantificadores e B, C, E e F representam os picos referentes aos
ides qualificadores. 41

viii



INDICE DE TABELAS

Tabela 1 - Nome [UPAC, formula molecular, estrutura molecular, massa molar e perigos associados ao
malatido. 8
Tabela 2 - Nome [UPAC, formula molecular, estrutura molecular, massa molar e perigos associados ao
clorfenvinfos. 10
Tabela 3 - Preparagao das solucdes para a reta de calibragdo a partir da solugdo A, da solugdo B e do
extrato de matriz. 29
Tabela 4 - Condigdes cromatograficas estabelecidas no GC para a validagdo do método. 29

Tabela 5 - Parametros utilizados na validagdo do método e critérios de avaliacdo ¢ de aceita¢ao de cada

parametro. 30
Tabela 6 - Resumo das adaptacdes ao método QUEChERS consultadas na bibliografia. 32
Tabela 7 - Resultados obtidos para o teste da homogeneidade de variancias. 37

Tabela 8 - Resultados da equagdo da reta e do coeficiente de correlagdo obtidos para as retas de
calibracdo. 38
Tabela 9 - Resultados obtidos para a realizag@o do teste de Mandel. 38
Tabela 10 - Resultados obtidos para a analise de residuos da reta de calibracdo para o clorfenvinfos na
améndoa. 39
Tabela 11 - Resultados obtidos para a analise de residuos da reta de calibragdo para o clorfenvinfos no
amendoim. 39
Tabela 12 - Resultados obtidos para a analise de residuos da reta de calibragdo para o malatido na
améndoa. 39
Tabela 13 - Resultados obtidos para a analise de residuos da reta de calibragdo para o malatido no
amendoim. 40
Tabela 14 - Resultados obtidos dos tempos de retengdo e razdes idnicas para os padrdes e para a amostra
fortificada. 41
Tabela 15 - Valores de LD ¢ de LQ obtidos na validagdo do método. 42
Tabela 16 - Valores médios de concentragdo obtidos para amostras fortificadas e respetivas
recuperagoes. 42
Tabela 17 - Resultados obtidos para a repetibilidade na valida¢do do clorfenvinfos na améndoa. 43
Tabela 18 - Resultados obtidos para a repetibilidade na valida¢do do clorfenvinfos no amendoim. 43
Tabela 19 - Resultados obtidos para a repetibilidade na validagdo do malatido na améndoa. 44
Tabela 20 - Resultados obtidos para a repetibilidade na validagdo do malatido no amendoim. 44
Tabela 21 - Resultados obtidos para a precis@o intermédia na validagdo do clorfenvinfos na améndoa.
45

X



Tabela 22 - Resultados obtidos para a precisdo intermédia na valida¢do do clorfenvinfos no amendoim.
45

Tabela 23 - Resultados obtidos para a precisdo intermédia na validacdo do malatido na améndoa. 45
Tabela 24 - Resultados obtidos para a precisdo intermédia na validagdo do malatido no amendoim. 46
Tabela 25 - Resultados obtidos para avaliar a exatiddo na validagdo do clorfenvinfos na améndoa. 47
Tabela 26 - Resultados obtidos para avaliar a exatiddo na valida¢do do clorfenvinfos no amendoim. 48
Tabela 27 - Resultados obtidos para avaliar a exatiddo na validagdo do malatido na améndoa. 49
Tabela 28 - Resultados obtidos para avaliar a exatiddo na validagdo do malatido no amendoim. 50
Tabela 29 - Resultados obtidos para a analise de duplicados na validag@o do clorfenvinfos na améndoa.
51

Tabela 30 - Resultados obtidos para a analise de duplicados na validagdo do clorfenvinfos no
amendoim. 51
Tabela 31 - Resultados obtidos para a analise de duplicados na validagdo do malatido na améndoa. 51
Tabela 32 - Resultados obtidos para a analise de duplicados na validagdo do malatido no amendoim.
51

Tabela 33 - Valores obtidos para a estimativa da incerteza do método. 52
Tabela 34 - Equacdes das retas de calibracdo e coeficientes de correlagdo obtidos para a analise de
amostras de rotina. 53
Tabela 35 - Resultados de concentragdo de clorfenvinfos obtidos na analise de amostras de rotina. 54

Tabela 36 - Resultados de concentragdo de malatido obtidos na analise de amostras de rotina. 54

Tabela A 1 - Solugdes de mistura de pesticidas Restek utilizadas neste trabalho. 63
Tabela A 2 - Resultados obtidos no teste da homogeneidade de variancias para a validagdo do
clorfenvinfos na améndoa. 65
Tabela A 3 - Resultados obtidos no teste da homogeneidade de variancias para a validagdo do
clorfenvinfos no amendoim. 66
Tabela A 4 - Resultados obtidos no teste da homogeneidade de variancias para a validagdo do
malatido na améndoa. 67
Tabela A 5 - Resultados obtidos no teste da homogeneidade de variancias para a validagdo do
malatido no amendoim. 68
Tabela A 6 - Resultados obtidos no teste de Mandel para a validagao do clorfenvinfos na améndoa. 69
Tabela A 7 - Resultados obtidos no teste de Mandel para a validagdo do clorfenvinfos no amendoim.
69
Tabela A 8 - Resultados obtidos no teste de Mandel para a validagcdo do malatido na améndoa. 70

Tabela A 9 - Resultados obtidos no teste de Mandel para a validagdo do malatido no amendoim. 70



Tabela A 10 - Resultados obtidos nos ensaios de recuperagdo para a determinagdo do LQ na validacdo
do clorfenvinfos na améndoa. 71
Tabela A 11 - Resultados obtidos nos ensaios de recuperagdo para a determinagdo do LQ na validacdo
do clorfenvinfos no amendoim. 72
Tabela A 12 - Resultados obtidos nos ensaios de recuperagdo para a determinagdo do LQ na validacdo
do malatido na améndoa. 72
Tabela A 13 - Resultados obtidos nos ensaios de recuperagdo para a determinagdo do LQ na validagdo

do malatido no amendoim. 73

X1



SIGLAS E ABREVIATURAS

AChE

ACN
APCI

Cl
CHi:CN
C¢HsCH3
Cis

Cv

DDT
DLLME
d-SPE
EI

ESI

GC

GCB
GC-MS
GC-MS/MS

HCB
HCH
HPLC
HO
LC
LC-MS
LC-MS/MS
LD
LiCl
LLE
LLME
LMR

Acetilcolinesterase

Acetonitrilo

Ionizacdo quimica a pressdo atmosférica
Ionizagdo quimica

Acetonitrilo

Tolueno

Octadecilsilano

Cocficiente de variago
Diclorodifeniltricloroetano
Microextracdo liquido-liquido dispersiva
Extragdo em fase so6lida dispersiva
Ionizagao de eletroes

Ionizagdo por eletrospray

Cromatografia gasosa

Carbono negro grafitado

Cromatografia gasosa acoplada a espetrometria de massa

Cromatografia gasosa acoplada a um espetrometro de massa quadrupolo triplo

Hexaclorobenzeno

Hexaclorociclohexano

Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Agua

Cromatografia liquida

Cromatografia liquida acoplada a espetrometria de massa
Cromatografia liquida acoplada a um espetrometro de massa quadrupolo triplo
Limite de detegao

Cloreto de litio

Extragao liquido-liquido

Microextracao liquido-liquido

Limite maximo de residuos de pesticidas

Xii



LQ
MgCl,
MgSOq
MRM
MS
MSPD
m/z
NaCl
NaNO;
Na;SO4
OMS
POP
PSA
QuEChERS

RCF

SGS
SIM
SPE

SPME
SRM

TOF
TR
U

Ucombinada
Uprecisio

Uyeracidade

UHPLC

Limite de quantificacao

Cloreto de magnésio

Sulfato de magnésio
Monitorizagdo de reagdo multipla
Espetrometros de massa

Dispersao em fase solida da matriz
Relacdo massa/carga

Cloreto de sodio

Nitrato de sodio

Sulfato de sddio

Organizagdo Mundial da Saude
Poluentes organicos persistentes
N-propiletilenodiamina

Quick, easy, cheap, effective, rugged, and safe
Limite de repetibilidade
Cocficiente de correlacdo

Relative centrifugal force

Razao idnica

Société Générale de Surveillance
Monitorizagao de i0es seletivos

Extragdo em fase solida

Microextragdo em fase solida

Monitorizagao de reagdo Unica

Tempo-de-voo

Tempo de retencao
Incerteza expandida
Incerteza combinada
Incerteza de precisdo
Incerteza de veracidade

Cromatografia liquida de ultra eficiéncia

xiii



CAPITULO I - INTRODUCAO

1.1. A EMPRESA SGS

SGS Global

A SGS (Sociétée Générale de Surveillance) é uma empresa multinacional lider mundial em testes,
inspegdo e certificagdo e conhecida como uma referéncia global em sustentabilidade, qualidade e
integridade. (“SGS, About SGS” 2023)

A histéria da SGS tem inicio em 1878, em Franca, quando um jovem empreendedor, Henri
Goldstuck, decide inspecionar os carregamentos de grao importado num porto de Rouen, de forma a
proteger os direitos dos exportadores. Rapidamente o negocio de inspegdo de grao cresce € a empresa
passa a oferecer servicos inovadores de inspecao agricola (“SGS, Our History” 2023).

Em 1919 a empresa ¢ registada em Genebra, na Suiga, como Société Générale de Surveillance. Em
1928 a empresa cresceu internacionalmente com escritorios e laboratorios em varias partes do mundo
para inspegdo e analise de matérias primas, minerais e metais. Mais tarde, a SGS adquire também o
negocio de petrdleo, gas e servigos quimicos (“SGS, Our History” 2023).

Atualmente, a SGS atua numa ampla variedade de setores industriais, empregando mais de 97000
colaboradores em 2650 escritorios e laboratorios em quase todos os paises do mundo (“SGS, Our
History” 2023). A figura 1 apresenta o logotipo da empresa SGS.

Figura 1 - Logotipo da empresa SGS.

SGS Portugal

A SGS Portugal foi fundada em 1922 pelo Grupo SGS, com o objetivo de desenvolver a sua
atividade seguindo os mesmos principios de acdo do proprio grupo (“SGS Portugal, Sobre a SGS” 2023).

Presentemente a SGS Portugal emprega mais de 300 colaboradores diretos € conta com uma
extensa bolsa de especialistas externos com total cobertura geografica nacional (“SGS Portugal, Sobre
a SGS” 2023).

A atividade da SGS Portugal iniciou-se com o controlo de operagdes de carga e descarga de
cereais a granel. Atualmente, esta empresa oferece servigos nas areas da inspecao, verificagdo, ensaios
e testes laboratoriais, consultoria e certificagdo em diversos setores. Em Portugal a empresa possui



laboratorios acreditados nas areas alimentar, agricola, mineral, ambiental, cosmética, dispositivos
médicos e produtos quimicos e petroliferos (“SGS Portugal, Sobre a SGS” 2023).

Mais especificamente no setor da agricultura e alimentacdo, a SGS Portugal assegura a
seguranga, qualidade e sustentabilidade de alimentos, de forma a proteger o consumidor e a garantir um
negocio sustentavel. Desta forma, a SGS Portugal proporciona diversos testes de detecdo de
contaminantes em alimentos, no qual se inserem os testes de residuos de pesticidas. Os laboratdrios da
SGS Portugal estdo preparados para testar uma a ampla gama de residuos de pesticidas em alimentos,
usando técnicas de cromatografia liquida e cromatografia gasosa, de forma a garantir que os clientes
cumpram todas as normas regulamentares estabelecidas no pais (“SGS Portugal, Agricultura &
Alimentagdo” 2023).



1.2. DESENVOLVIMENTO DO SETOR AGRICOLA, APLICACAO DE
PESTICIDAS E IMPACTOS ASSOCIADOS

O aumento da populagdo e a melhoria da qualidade de vida levam a procura de um maior
nimero de bens alimentares e com melhor qualidade. A agricultura ¢ um dos principais setores na
maioria dos paises devido aos seus impactos economicos ¢ as necessidades populacionais (Lawal et al.
2018). Com o crescimento populacional exponencial ¢ de esperar que nos proximos anos o setor agricola
enfrente largos desafios para salvaguardar a producdo de alimentos. Mais concretamente, espera-se que,
na proxima década, a industria alimentar aumente 15% da sua produgdo para atender as necessidades
nutricionais da populagdo crescente, enquanto que até 2050 é estimado um aumento de 50% (Lykogianni
et al. 2021).

O crescimento do setor agricola, por sua vez, acarreta uma maior necessidade de proteger as
produgdes de organismos prejudiciais, a fim de evitar perdas de rendimento ou danos as plantas e aos
produtos vegetais ¢ também de assegurar a qualidade dos produtos colhidos e garantir uma boa
produtividade agricola (Cee 2005). E neste contexto que surgem os pesticidas. De acordo com a
Comissao Europeia, um pesticida ¢ definido como algo que previne, destréi ou controla um organismo
prejudicial (praga) ou doenca, ou protege plantas ou produtos vegetais durante a producio,
armazenamento ¢ transporte (“European Commission” 2022). Os pesticidas incluem, entre outros:
herbicidas, fungicidas, inseticidas, acaricidas, nematicidas, moluscicidas, reguladores de crescimento,
repelentes, raticidas e biocidas (Alasalvar et al. 2021).

Anualmente tém ocorrido perdas de rendimento entre 20 e 40% da producao agricola global
causadas por pragas e patogénicos e, com as mudancas climaticas, esses valores tendem a aumentar.
Posteriormente, isso resulta num aumento das aplica¢des dos pesticidas, (Lykogianni et al. 2021) como
se tem ja vindo a verificar: o uso global de pesticidas nos ultimos 30 anos tem vindo a aumentar, com
aproximadamente 3 milhdes de toneladas de compostos ativos constantemente aplicados anualmente
(“Food and Agriculture Organization of the United Nations” 2022). No entanto, o uso excessivo de
produtos agrotoxicos, combinado com a falta de aplicagdo de boas praticas agricolas, pode provocar
efeitos desfavoraveis no meio ambiente e na satide humana (Alcantara et al. 2019).

No setor agricola, 0 uso excessivo de pesticidas tem exibido varios problemas de satde publica,
contribuindo também para um impacto ambiental negativo (Kumar et al. 2011). A exposicdo a diferentes
tipos de pesticidas pode aumentar os riscos de doengas cronicas, como diabetes, cancro e doengas
neurodegenerativas, mas também pode aumentar o risco de fertilidade reduzida e anomalias congénitas.
Os niveis de exposicao a estes compostos, mesmo que seja a concentragdes muito baixas, podem ter
efeitos biologicos mensuraveis (Fucic et al. 2021).

Uma consequéncia do aumento do uso de pesticidas pode ser a presenca de residuos nos
produtos tratados, e, face aos danos prejudiciais a saide humana referidos anteriormente, € importante
implementar medidas de seguranca alimentar para garantir que os alimentos comercializados sdo
seguros para os consumidores, por exemplo, impondo limites maximos de residuos de pesticidas (LMR)
(Burki 2022). A nivel internacional, a Organizagdo Mundial da Saide (OMS) tem um programa que
promove e coordena politicas, estratégias e diretrizes para o uso de pesticidas na saude publica (Jaga
and Dharmani 2003). Outras organizac¢des, como a Organizagdo da Alimentagdo e da Agricultura dos
Estados Unidos, a Organizacdo das Nacdes Unidas ¢ a Comissdo Europeia sdo responsaveis por
estabelecer os LMR em alimentos para varios pesticidas (Su et al. 2011). Assim, os LMR s@o
estabelecidos para cada pesticida, ao nivel mais baixo coerente com as boas praticas agricolas, de forma



a assegurar que esses residuos ndo estdo presentes em niveis que representem um risco para a saude
humana (Cee 2005).

Assim como os legumes ¢ os frutos frescos, os frutos secos também podem conter residuos de
pesticidas e, portanto, devem ser desenvolvidas analises adequadas para garantir consumo seguro dos
mesmos (Varela-Martinez et al. 2019).

Os frutos secos sdo alimentos ricos em nutrientes e permitem o fornecimento de compostos
bioativos ao nosso organismo, beneficiando assim a nossa saude (Mahdavi et al. 2020). Sao, portanto,
alimentos importantes para a nutricdo diaria humana e requerem igual preocupacdo de analise de
residuos face aos frutos frescos.



1.3. PESTICIDAS

Historia dos pesticidas

O uso de pesticidas comegou ha cerca de 4500 anos, com o recurso a enxofre elementar para
remocao de pragas. Centenas de anos depois, os chineses recorriam a compostos de mercurio e arsénio
para eliminar piolhos. Estes compostos, assim como também substancias inorganicas e organicas
naturais, foram utilizados até comecarem a surgir os primeiros pesticidas sintéticos na década de 1940
(“Agrochemicals [IUPAC” 2023).

O crescimento dos pesticidas sintéticos acelerou com a descoberta do diclorodifeniltricloroetano
(DDT), hexaclorobenzeno (HCB), aldrina, dieldrina, endrina e clordano (“Agrochemicals IUPAC”
2023). No entanto, o uso destes pesticidas ndo ¢ autorizado pelas Nagdes Unidas desde 1973, quando
foi acordada a eliminagdo dos poluentes organicos persistentes (POP) (“ASAE” 2023).

Na década de 1940, os pesticidas sintéticos eram maioritariamente utilizados para a destruicao de
reservas alimentares na Segunda Guerra Mundial e, posteriormente, ganharam maior utilidade no
controlo de processos de cultivo de alimentos consumidos diariamente (Abubakar et al. 2019).

O periodo entre 1940 e 1960 ficou marcado pelo sucesso de inseticidas organoclorados e
organofosfatos. S6 depois ¢ que surgiu a era do terceiro grupo de pesticidas denominados carbamatos
(Kaushik et al. 2007).

Varios cientistas foram destacando os efeitos adversos dos agrotoxicos na saide humana, no
entanto, s6 na década de 1960 é que comecou a surgir a necessidade de desenvolver produtos mais
seguros e ecologicamente corretos. Em 1962, o sucesso do livro “Silent Spring” de Rachel Carson, que
relatava os efeitos nocivos associados ao DDT, levou a proibi¢do do uso deste pesticida nos Estados
Unidos e na maioria dos paises desenvolvidos, e a sua substituicdo por organofosfatos e carbamatos de
menor risco. No entanto, ainda existem paises em desenvolvimento onde a produgéo e o uso do DDT
sdo permitidos (Abubakar et al. 2019).

Apo6s uma pesquisa continua por novos pesticidas, nas décadas de 1970 e 1980 foi introduzido o
herbicida mais vendido no mundo, o glifosato. Nesta época também foram desenvolvidas novas
geracdes de inseticidas e introduzidas novas familias de fungicidas (“Agrochemicals [IUPAC” 2023).

Na década da 1990, as pesquisas centraram-se no desenvolvimento de novos pesticidas, de familias
ja existentes, que apresentassem maior seletividade e tivessem menos riscos ambientais e toxicologicos
associados (“Agrochemicals [IUPAC” 2023).

Quimica dos pesticidas

Os pesticidas sdo classificados de acordo com a classe quimica a que pertencem, 0s grupos
funcionais presentes, modos de acdo e toxicidade. Primeiro sdo classificados tendo em conta as
diferentes pragas que vao eliminar, podendo corresponder a herbicidas, fungicidas, inseticidas, raticidas,
entre outros. No que diz respeito as classes quimicas, os pesticidas sdo classificados como orgéanicos ou
inorganicos. Os pesticidas inorganicos incluem na sua composi¢ao sulfato de cobre, sulfato de ferro (II),
cobre, 6xido de calcio ou enxofre. Quanto aos pesticidas organicos, a sua classificagdo ¢ mais complexa,



sendo estes classificados de acordo com a sua estrutura quimica e grupos funcionais. Os pesticidas
organicos incluem inseticidas organoclorados, inseticidas organofosfatos, inseticidas carbamatos,
inseticidas piretroides sintéticos, herbicidas metabolicos e analogos de hormonas, herbicidas sintéticos
de ureia, herbicidas triazina, nematocidas benzimidazoélicos, moluscicidas de metaldeido, rodenticidas
de fosfato de metal e rodenticidas a base de vitaminas do grupo D (Tudi et al. 2021).

Os pesticidas escolhidos para validacdo neste trabalho, o malatido e o clorfenvinfos, pertencem
ao grupo dos pesticidas organofosfatos, apesar do clorfenvinfos também ser considerado um pesticida
organoclorado.

Pesticidas organofosfatos

Os organofosfatos sdo um grupo amplo de pesticidas utilizados no dominio da agricultura desde
1960, e atualmente representam cerca de 40% do mercado global de pesticidas (Kaushal et al. 2021).
Este grupo pertence a classe dos inseticidas, uma vez que sdo destinados a eliminar insetos como pulgas,
piolhos, moscas e mosquitos (Jaga et al. 2003). Nos ultimos anos, este tipo de pesticidas tem vindo a
ganhar maior utilidade como alternativa aos pesticidas organoclorados, uma vez que se degradam com
maior facilidade no meio ambiente, apresentam um menor impacto ambiental, s3o mais seguros € menos
persistentes (Sidhu et al. 2019).

No entanto, a exposi¢do aguda ou cronica aos organofosfatos também pode ser toxica para os
humanos, animais, plantas e insetos. Estes compostos inibem a atividade da enzima acetilcolinesterase
(AChE), ndo apenas em insetos, mas também em organismos aquaticos e terrestres, podendo provocar
anomalias respiratorias, reprodutivas, nervosas, hepaticas e renais (Sidhu et al. 2019).

O termo organofosfato € usado para descrever todos os compostos quimicos nos quais um grupo
fosfato, ou derivado de fosfato, pertence a uma molécula organica. Geralmente sdo ésteres, amidas ou
derivados tidlicos de acido fosforico e a respetiva estrutura geral encontra-se representada na figura 2
para fosfatos (a) ou fosforotiatos (b) (Committee on Toxicity of Chemicals in Food 1999).
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Figura 2 - Estrutura quimica geral do grupo fosfato (a) e fosforotiato (b). R! e R? representam geralmente grupos
alquilos ou arilos que podem estar ligados diretamente ou através de atomos de oxigénio ou de enxofre. X pode
representar grupos alifaticos, aromaticos ou heterociclicos substituidos ou ramificados ligados ao 4tomo de
fosforo.

As propriedades fisico-quimicas destes compostos organofosfatos, como a volatilidade ¢ a
lipofilicidade, dependem das estruturas dos seus substituintes. Geralmente, os compostos organofosfatos
que sdo usados como inseticidas sdo menos volateis que os organoclorados, frequentemente solidos a

temperatura ambiente e mais estaveis em solucao aquosa (Committee on Toxicity of Chemicals in Food
1999).



No que diz respeito a detecdo de residuos de pesticidas organofosfatos em alimentos, a
cromatografia liquida (LC) e a cromatografia gasosa (GC) tém sido amplamente utilizadas nos ltimos
anos. Dado que a maioria dos organofosfatos sdo termicamente estaveis e volateis, a analise por GC ¢ a
mais adequada (Alcantara et al. 2019).

Pesticidas Organoclorados

Os organoclorados sdo um grupo de compostos clorados amplamente utilizados como pesticidas
sintéticos. Sdo conhecidos pela elevada toxicidade contra organismos-alvo, o que lhes permite uma
grande eficacia como pesticidas (Kaushik et al. 2007).

Quanto as propriedades fisico-quimicas, os compostos organoclorados apresentam baixa
polaridade, baixa solubilidade aquosa e elevada lipofilicidade (Jayaraj et al. 2016).

Em relagdo a estrutura quimica, os organoclorados sao compostos organicos que contém atomos
de cloro ligados a estrutura de carbono através de ligagdes covalentes. Podem apresentar diversas
estruturas, apesar de, na sua maioria, serem compostos sintéticos que possuem cadeias alifaticas e anéis
aromaticos (Shukla et al. 2014).

O modo de acdo dos inseticidas organoclorados baseia-se na sua atividade no sistema nervoso,
nos axonios, em que interrompem o movimento de ides, como o sodio, para o exterior e interior das
células nervosas dos insetos (Tsai 2014).

Os inseticidas organoclorados como o DDT, hexaclorociclohexano (HCH), aldrina e dieldrina
estdo entre os pesticidas mais amplamente utilizados nos paises em desenvolvimento da Asia (Jayaraj
et al. 2016). No entanto, devido a sua elevada persisténcia no meio ambiente, dificil degradagdo e
bioacumulagdo, estes compostos pertencem ao grupo dos POP (poluentes orgénicos persistentes) € a sua
utilizagdo ndo € permitida nos paises desenvolvidos (“FAO” 2023).

Para separagdo e detecdo de residuos de pesticidas organoclorados em alimentos, a técnica de
cromatografia gasosa acoplada a espetrometria de massa (GC-MS) é a mais adequada. Foram
desenvolvidos varios estudos sobre a analise de pesticidas que demonstram que a sensibilidade de GC-
MS para a maioria dos organoclorados ¢ maior do que a de cromatografia liquida acoplada a
espetrometria de massa (LC-MS), (revisto em Alcantara et al. 2019).



1.4. MALATIAO

O malatido foi introduzido pela primeira vez em 1950 pela American Cyanamid Company (Flessel
et al. 1993). E um inseticida sintético, que pertence ao grupo dos pesticidas organofosfatos, e tem
aplicacOes em ambientes de saude publica, residenciais e agricolas para controlar a populagdo de pragas
e doencas. Mais especificamente, ¢ adequado para o controlo de insetos em frutas e vegetais, insetos
domésticos, parasitas de animais e piolhos. Este pesticida também tem aplicagdes na area da medicina
veterinaria, uma vez que atua como agente anti-infecioso, permitindo controlar doengas transmitidas
por insetos, como a malaria, dengue e febre amarela (Singh et al. 2014).

Na tabela 1 encontra-se informagao quimica referente ao malatido (“PubChem” 2022a).

Tabela 1 - Nome IUPAC, formula molecular, estrutura molecular, massa molar e perigos associados ao malatido.

Malatiao
Nome IUPAC dietil 2-dimetoxifosfinotiolsulfanilbutanodioato
Formula molecular Ci0H1906PS
Estrutura / o
molecular 0,
- \ o /\
0
0
0
Massa molar 330,4 g.mol™
Perigos : ':
Perigo para a satde e Perigo para o meio ambiente

Quanto ao modo de acdo, este pesticida inativa irreversivelmente a enzima AChE
(acetilcolinesterase) que decompde a acetilcolina. Para provocar a morte dos insetos, o malatido atua no
sistema nervoso dos mesmos, inibindo a atividade da AChE, o que leva a acumulagdo da acetilcolina
nas sinapses colinérgicas, aumentando a estimulagdo dos recetores colinérgicos e prolongando o
potencial de agdo nos nervos, causando assim, a morte dos insetos (“NClthesaurus” 2022; Singh et al.
2014).

No que diz respeito a toxicidade, o malatido ¢ amplamente utilizado por apresentar uma
toxicidade aguda relativamente baixa em comparacdo com outros inseticidas organofosfatos (Flessel et
al. 1993). No entanto, esta provado que a exposi¢do a este inseticida produz efeitos toxicos em humanos
e outros mamiferos (Singh et al. 2014).



O malatido pode ocorrer em duas formas, na forma pura, que € conhecida como um liquido
incolor, ou em solugdo de grau técnico, um liquido amarelo-acastanhado, que geralmente ¢ utilizado
para aplicacdes agricolas (Singh et al. 2014). O malaxdo e o isomalatido (Figura 3) sdo impurezas
significativas presentes no malatido de grau técnico e sdo consideradas mais toxicas do que o proprio
malatido puro, potencializando assim a toxicidade do malatido de grau técnico (Zhang et al. 2011).

O malatido de grau técnico tem o potencial de produzir efeitos genotoxicos em sistemas de
mamiferos, incluindo humanos, podendo causar mutagdes que levam a perda de genes supressores de
tumor, originando cancro. A exposicdo a este pesticida também pode causar problemas reprodutivos
adversos em humanos (Flessel et al. 1993).

CH,COOC,Hs . c|;HzcooczH5 0 CH,COOC,Hs
HcOoll H,CO -l HaCS <
. ~P—S—CHCOOCH; 7> P—S—CHCOOC,Hs /B ~S—CHCOOCH;
HaCO ' H4CO ' HCO
(a) Malatiso (b) Malaxao (¢) Isomalatido

Figura 3 — Estrutura quimica do malatido(a), malaxdo (b) e isomalatido (c).



1.5. CLORFENVINFOS

O clorfenvinfos pode ser classificado como um fosfato organico, um inseticida organofosfato,
um inseticida organoclorado e um diclorobenzeno (“ChEBI” 2023). E usado principalmente como
inseticida para controlar pragas, como moscas, pulgas e acaros (“ATSDR” 2023) e atua como inibidor
da AChE no sistema nervoso (“ChEBI” 2023).

O clorfenvinfos ¢ um composto sintético e na sua forma pura ocorre como um liquido incolor
com um odor suave. No entanto, as suas formas comerciais apresentam cerca de 90% de pureza e s@o

conhecidas por nomes comerciais comuns, como Birlane, Dermaton, Sapercon, Steladone e Supona

(“ATSDR” 2023).

Na tabela 2 encontra-se informagdo quimica referente ao clorfenvinfos (“PubChem” 2022b).

Tabela 2 - Nome ITUPAC, férmula molecular, estrutura molecular, massa molar e perigos associados ao

clorfenvinfos.
Clorfenvinfos
Nome IUPAC [(Z)-2-cloro-1-(2,4-diclorofenil) etenil] dietil fosfate
Férmula C12H14C13O4P
molecular
Estrutura
molecular J

Massa molar

359,6 g.mol!

Perigos

Toxicidade aguda e Perigo para o meio ambiente

Este composto apresenta elevada toxicidade e persisténcia no meio ambiente e a sua exposi¢ao pode
afetar o sistema nervoso, causar danos aos olhos, figado, rins, podendo também causar lesdes no sistema
cardiovascular e reprodutivo (Oliveira et al. 2014).
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1.6. METODOS DE EXTRACAO DE RESIDUOS DE PESTICIDAS

Os residuos de pesticidas com maior solubilidade, massa molecular, meia-vida e nivel de
toxicidade com baixa pressdo de vapor acumulam-se facilmente nos produtos alimentares e tornam-se
persistentes no meio ambiente (Lawal et al. 2018; Narenderan et al. 2020),causando impactos ambientais
negativos e colocando em risco a satide dos consumidores. Portanto, a determina¢do dos limites
maximos de residuos (LMR) de pesticidas tornou-se necessaria para garantir a seguranca alimentar
(Orso et al. 2014).

O desenvolvimento de métodos eficientes de extragdo e detecdo de residuos de pesticidas é um
grande desafio, dada a sua vasta gama de propriedades quimicas, como ¢ o caso da acidez, da basicidade
e da polaridade. Além disso, as caracteristicas das matrizes analisadas variam consoante o teor de
gordura, o teor de 4gua, a pigmentacao, entre outros fatores (Orso et al. 2014). Desta forma, é importante
que sejam investigados e desenvolvidos métodos mais eficazes de dete¢do de multiresiduos de pesticidas
em amostras alimentares.

Existem varias técnicas relatadas para a extracdo de pesticidas em amostras alimentares. Essas
técnicas incluem: extracdo liquido-liquido (liguid-liquid extraction, LLE); extracdo em fase solida
(solid-phase extraction, SPE); microextragdo em fase solida (solid-phase microextraction, SPME);
dispersdo em fase solida da matriz (matrix solid phase dispersion, MSPD); microextra¢do liquido-
liquido dispersiva (dispersive liquid-liquid microextraction, DLLME) e microextragdo liquido-liquido
(liquid-liquid microextraction LLME), (Narenderan et al. 2020). No entanto, estas técnicas apresentam
algumas limitacdes, como tempos de analise elevados, dificuldade operacional, uso de solventes
organicos toxicos e com menor seletividade, configuragdes de extragdo mais dispendiosas e queda de
desempenho em curto espago de tempo (Lawal et al. 2018), resultando na necessidade de desenvolver
técnicas mais eficientes que superem estas desvantagens.
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1.7. METODO QUECHERS

Em 2003, Anastassiades e Lehotay introduziram um novo método baseado na extracdo de
pesticidas com acetonitrilo seguida de um procedimento de limpeza que recorre a extragdo em fase
solida dispersiva (dispersive solid phase extraction, d-SPE), (Anastassiades et al. 2003). Este método ¢
denominado por método QUEChERS (quick, easy, cheap, effective, rugged, and safe). Atualmente, o
método QuEChERS ¢ o mais utilizado para a preparacdo de amostras de frutas e vegetais, tendo em
conta que se trata de uma técnica mais simples, com excelentes capacidades de recuperagdo, com
elevada seletividade no analito de interesse e que consome menos tempo e solventes organicos face aos
métodos desenvolvidos anteriormente (Tankiewicz and Berg 2022; Narenderan et al. 2020).

O procedimento de extragdo QuEChERS, representado esquematicamente na Figura 4, consiste
em duas etapas principais: 1. a extragdo/ particdo solido-liquido com efeito salting out, no qual os
analitos sao extraidos da matriz com um solvente de extracdo (normalmente, com acetonitrilo e sais); e
2. a etapa de limpeza através da extracdo d-SPE para eliminar interferéncias do extrato, na qual se pode
usar adsorventes como uma amina primdria secundaria: o N-propiletilenodiamina (PSA);
octadecilsilano (Cig) e carbono negro grafitado (GCB), (“Sigma Aldrich” 2023).

1. Extragao/ parti¢io sélido-liquido com efeito salting out

Amostra triturada P Agua PV . Adigdo de sais:

e homogeneizada e necessdri Acetonitrilo y

€ 2 (se necessario) MgSO,+ NaCl

N -
Agitador Agitador K =
Rotativo Rotativo .@
oo
=
2. Limpeza d-SPE
Transferéncia do
sobrenadante para
um falcon Transferéncia do
d-SPE f \ { sobrenadante para
(]
@ | Analise por LC-MS/MS
Agitador P = ou
Rotativo m U GC-MS/MS
oo
5 MgSO, PSA, 35
\/ GCB, Cyg \/

Figura 4 - Procedimento QuEChERS para a extragd@o de pesticidas.

Existem diversos fatores que podem afetar a eficiéncia da extracdo no método QUEChERS,
como o tamanho da amostra, pH, composicdo da matriz, tipo de solvente usado, relagdo
amostra/solvente, modo de agitagdo, temperatura, adigdo de sais, tempo de extragdo e solvente de
limpeza (Socas-Rodriguez et al. 2017). Quanto as amostras, ¢ importante que estas sejam
adequadamente trituradas para maximizar a area superficial, assegurando uma melhor eficiéncia de
extracdo (M. Gonzalez-Curbelo et al. 2015).
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Solvente de extracio

Quanto aos solventes de extracao, t€ém sido utilizados solventes polares como acetona, acetato
de etilo e acetonitrilo (ACN). Apesar do ACN ser miscivel em agua, ¢ um solvente adequado para extrair
compostos polares e ndo polares, podendo ser separado da fase aquosa por efeito de salting out antes da
etapa d-SPE, enquanto que, a acetona s6 pode ser separada da fase aquosa através da adi¢do de um co-
solvente apolar (Kivrak et al. 2018; Socas-Rodriguez et al. 2017). O acetato de etilo também pode ser
um bom solvente de extragdo, embora a principal desvantagem seja a sua capacidade de perder
pesticidas basicos em matrizes acidas (Narenderan et al. 2020). Por outro lado, 0 ACN apresenta uma
menor volatilidade que a acetona e que o acetato de etilo e ¢ um solvente compativel com aplicagdes de
cromatografia gasosa e cromatografia liquida (Socas-Rodriguez et al. 2017).

Alguns procedimentos recorrem a adi¢ao de 1% (v/v) de acido acético em ACN (Varela-
Martinez et al. 2019), uma vez que os valores de pH de frutas e vegetais tendem a estar compreendidos
entre 2,5 e 6,5 e alguns pesticidas degradam-se a valores de pH elevados. A adi¢do de acido acético vai
permitir que os pesticidas permanegam mais estaveis em extratos de ACN. Este passo ¢ mais relevante
quando as amostras sdo armazenadas por um certo periodo de tempo antes da inje¢do, portanto, quando
se trata de um curto tempo entre a extracao e a injecdo pode-se evitar a adicdo de acido (Socas-Rodriguez
et al. 2017).

Dependendo das caracteristicas das matrizes a ser analisadas, pode ser necessaria a adigdo de
um determinado volume de 4gua & amostra no inicio do processo. Este passo vai facilitar a extracdo para
matrizes com menos de 80% de teor de agua, como cereais, farinhas, frutos secos, entre outros. A agua
vai permitir enfraquecer as interagdes entre o analito e a matriz, possibilitando uma particdo adequada
(Socas-Rodriguez et al. 2017).

Salting-out

A introducdo de um sal para efeito de salting-out aumenta a recuperagdo de pesticidas polares e
controla a percentagem de agua na fase organica. Para este feito podem ser usados varios sais, como
sulfato de magnésio (MgSQOs), cloreto de magnésio (MgCly), nitrato de sodio (NaNOs), cloreto de sddio
(NaCl), sulfato de so6dio (Na»SOs), cloreto de litio (LiCl), e frutose (M. Gonzalez-Curbelo et al. 2015).
Geralmente recorre-se a combinagdo de MgSO4 com NaCl, dado que o MgSO4 tem a capacidade de
remover moléculas de agua e secar a fase organica de forma mais eficaz quando comparado com outros
sais, enquanto que o NaCl favorece o efeito de salting-out e permite uma separagdo de fases ainda mais
completa (Lawal et al. 2018). No entanto, deve-se ter em consideracdo que esses sais também podem
afetar os instrumentos analiticos utilizados, portanto, a fim de evitar a deposicdo dos sais nos
instrumentos, 0 NaCl e 0 MgSOx podem ser substituidos por sais de aménio (M. A. Gonzélez-Curbelo
et al. 2014).

E necessario ter em conta que a temperatura durante o processo QUEChERS pode afetar o
desempenho do método. A reagdo exotérmica que ocorre apds a adigdo de MgSO,4 a amostra pode causar
a degradacao de analitos mais sensiveis a temperaturas elevadas. Portanto, para reduzir esse efeito, como
alternativa pode-se congelar a amostra antes da extracdo inicial ou adicionar agua fria (< 4 °C), caso
seja necessaria a adi¢ao de agua (Socas-Rodriguez et al. 2017).
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Limpeza d-SPE

O método de extracdo em fase solida dispersiva (d-SPE) ¢ uma modificagdo do SPE
convencional e ¢ adequado para limpar interferéncias da matriz, uma vez que permite reduzir a
quantidade de compostos extraidos que podem interferir na determinagao correta dos analitos (Socas-
Rodriguez et al. 2017).

O PSA remove eficientemente as interferéncias polares, incluindo acidos gordos, outros acidos
organicos e agucares, enquanto que o Cg ¢ eficaz para remover interferéncias apolares, como lipidos e
gorduras. Quanto ao uso de GCB, este permite eliminar os pigmentos, como clorofila e carotenodides
(M. Gonzalez-Curbelo et al. 2015).

Existem outros adsorventes que também podem ser utilizados na etapa de limpeza d-SPE, por
exemplo, tém sido aplicados novos materiais a base de 6xido de zirconio para remocao de lipidos. O
uso destes materiais pode vir a ser mais eficaz face ao uso de PSA e Ci3, tanto na remocgdo de gorduras
como de pigmentos, proporcionando maiores valores de recuperag@o (Tuzimski et al. 2016). Além disso,
também podem ser utilizados materiais de limpeza como alumina, para eliminacdo de lipidos; silicato
de magnésio, para separar analitos apolares; nanomateriais como nanotubos de carbono ou
nanoparticulas magnéticas, que se destacam por apresentarem elevada area superficial e capacidade de
extracdo (Socas-Rodriguez et al. 2017).
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1.8. SEPARACAO E DETECAO DE RESIDUOS DE PESTICIDAS

O controlo de residuos de pesticidas ¢ uma das atividades mais importantes para garantir a seguranca
alimentar. O elevado numero de substancias ativas combinado com os baixos limites permitidos por lei
e com as exigéncias dos métodos analiticos, tornam a analise de residuos de pesticidas num trabalho
desafiante (Spanik et al. 2018). De acordo com o guia SANTE/11312/2021 a analise ¢ quantificagdo de
residuos de pesticidas em matrizes alimentares requer a utilizacdo de métodos de cromatografia
acoplados a espetrometria de massa para garantir sensibilidade suficiente (SANTE/11312/2021, 2021).

Existem diversas técnicas utilizadas para separagdo de residuos de pesticidas em alimentos, embora
a cromatografia gasosa (GC) e a cromatografia liquida de alta ou ultra eficiéncia (HPLC ou UHPLC)
sejam as técnicas mais aplicadas. Estes sistemas de separacdo podem ser acoplados a espectrometros de
massa (MS) para identificacdo e quantificagdo de pesticidas. Podem ser usados véarios sistemas de
detegdo MS, como quadrupolo simples ou triplo, armadilha de ides, tempo-de-voo (TOF) ou orbitrap.
Como técnica de ionizagao, existem opgdes como a ionizagdo de eletrdes (ou ionizagdo por impacto de
eletrdes, El), ionizagdo quimica (CI), ioniza¢do quimica a pressao atmosférica (APCI) e ioniza¢ao por
eletrospray (ESI). Os equipamentos de MS podem operar com diferentes modos de aquisicdo, como
varrimento completo, monitorizagdo de ides seletivos (SIM), atualmente denominado por monitorizagdo
de reacdo tnica (SRM) ou monitoriza¢do de reacdes multiplas (MRM), (SANTE/11312/2021, 2021;
Alcantara et al. 2019). Na figura 5 encontra-se representada de uma forma esquematizada a variedade
de instrumentos e técnicas disponiveis para separagdo e detegdo de pesticidas em alimentos.

Introdugio E:> I |:> Separagiio de E> Detegiio E> Anilise de
da amostra massa dados
GC , .
ITonizagéo de eletrdes Quadrupolo Varrimento
HPLC (ED) simples completo
UHPLC Ionizagdo quimica Quadrupolo Monitorizag¢do de
(@) triplo reagdo Unica
(SRM)
Ionizagdo quimica a Armadilha de
pressdo atmosférica ides Monitorizagdo de
(APCI) reagdes multiplas
Tempo-de-voo (MRM)
Ionizag8o por (TOF)
eletrospray (ESI) Orbitrap

Figura 5 — Técnicas analiticas disponiveis para a analise de pesticidas em matrizes alimentares.
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1.9. GC-MS/MS

Neste trabalho foi usada a técnica de cromatografia gasosa acoplada a um espetrometro de massa
quadrupolo triplo (GC-MS/MS) para validar dois pesticidas em alimentos de alto teor de gordura.
Recorreu-se a técnica de ionizacdo de eletrdes (EI) e o modo de aquisigdo empregue foi a
monitorizagdo de reagdes multiplas (MRM). GC-MS/MS ¢ um método analitico rigoroso que
combina um excelente poder de separagdo de GC com uma identificagdo minuciosa baseada na
fragmentagdo da molécula (Spanik et al. 2018).

Esta técnica tem sido recentemente aplicada em analises multiresiduos de alimentos devido ao seu
bom desempenho analitico, comprovado pela elevada seletividade e repetibilidade, excelente eficiéncia
e boa resolugdo cromatografica na analise de pesticidas em matrizes complexas (Alcantara et al. 2019).
Além disso, a detegdo por espetrometria de massa através da ionizagao de eletrdes possibilita a pesquisa
de informagdes duplas (tempo de retengao e espetro de fragmentagdo da molécula) por comparagao com
bibliotecas espetrais, permitindo a confirmagdo do componente a ser investigado. Este ¢ um dos
atributos mais valiosos do GC-MS/MS (Rey-Stolle et al. 2022; Alcantara et al. 2019). Quanto ao modo
de MRM, este método de aquisi¢cdo permite melhorar a seletividade e sensibilidade, assim como
diminuir os limites de detecdo e quantificagdo (Alcantara et al. 2019).

Neste trabalho foi utilizado um equipamento GC-MS/MS de triplo quadrupolo, modelo EVOQ GC-
TQ (representado na Figura 6). De acordo com o fabricante, este modelo permite uma melhor
sensibilidade e possibilita um maior nimero de transigdes, obtendo mais dados para cada pico
cromatografico; apresenta também um ajuste simples ¢ um sinal de ruido mais baixo; além disso,
permite uma facil configuragdo do método MRM e o detetor requer apenas uma inje¢ao, economizando
tempo e fornecendo resultados mais rapidos e precisos. Este equipamento ¢ ideal para testar uma ampla
gama de residuos de pesticidas em alimentos (“Bruker” 2023).

Figugra 6 - GC-MS/MS, modelo EVOQ GC-TQ (imagem retirada do site do fabricante,
https://www.bruker.com/en/products-and-solutions/mass-spectrometry/triple-quads.html).

Separacio por cromatografia gasosa

A primeira etapa numa analise por GC-MS/MS ¢ a separagdo por cromatografia gasosa, no qual
a solucdo da amostra € injetada na entrada do GC, normalmente entre 0,1 a 2 puL, e é direcionada, em
forma de vapor, para a coluna cromatografica. Esta etapa ocorre através de um gas de arraste, geralmente
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o0 hélio. As moléculas da amostra sdo depois separadas através de diferentes interagdes entre a fase do
gas de arraste ¢ a fase estacionaria. Nesta etapa, a escolha da coluna capilar desempenha um papel
essencial na qualidade dos resultados, de forma a que se obtenha a melhor resolucdo possivel (Wittmann
2007).

As colunas mais utilizadas em analises de GC eram as chamadas colunas do tipo 1, compostas
por 100% de dimetilpolissiloxano, ou as colunas do tipo 5, compostas por 5% de difenilpolissiloxano e
95% de dimetilpolissiloxano. No entanto, algumas colunas do tipo 5 tém desativacdes inadequadas,
sensibilidade reduzida e menor vida util. Neste contexto, surgiram as colunas capilares Rxi®-5Sil MS
como uma opg¢ao robusta e versatil que permite melhorar o desempenho cromatografico e simplificar as
operacdes no laboratorio. Estas colunas sdo compostas por uma fase de silarileno, como mostra a figura
7, que oferece maior estabilidade e seletividade para uma ampla gama de compostos, face as colunas do
tipo 5 (Restek, 2022).

TH3 C|3H3 CH3
- si—o)Lsi s||.—o}—
X y

C|3H3 LHS CH3

Figura 7 - Composigdo da coluna Rxi®-5Sil MS.

As colunas Rxi®-5Sil MS apresentam uma excelente inércia para compostos ativos e sao
indicadas para a analise GC de compostos semivolateis, aromaticos policiclicos, hidrocarbonetos
clorados, ftalatos, fendis, aminas, pesticidas organoclorados, pesticidas organofosfatos, drogas e
hidrocarbonetos, apresentando assim uma grande versatilidade (“Shimadzu” 2023).

A inércia da coluna permite melhorar a forma do pico, garantindo picos de formato simétrico, o
que influencia na relagdo sinal/ruido e, portanto, na sensibilidade analitica. Além disso, a inércia da
coluna também afeta a estabilidade do tempo de retengdo, possibilitando uma correta identificagdo do
pico (Restek, 2022).

Ionizacao de eletrdes

A EI é usada em GC-MS/MS para ionizar e fragmentar moléculas antes da andlise e dete¢@o por
espectrometria de massa (“Chromatography Online” 2023). A saida da coluna cromatografica ¢
conectada ao MS por um dispositivo de transferéncia aquecido com uma fonte de ionizagdo de eletrdes
onde os compostos eluidos da coluna sdo posteriormente ionizados (Wittmann 2007).

Mais concretamente, a interferéncia do analito com um fluxo de eletrdes leva a perda de um
eletrdo nos atomos que formam as moléculas da amostra, produzindo-se um catido. Os catides
resultantes da ionizagdo vao suportar a massa total de cada analito. Devido a grande quantidade de
energia transmitida ao catido, este normalmente sofre fragmentacdo ou uma reagdo de rearranjo, dando
origem a outros ides menores que, juntamente com a razao massa-carga e a intensidade dos i0es originais
fornecem uma impressao digital para aquela estrutura molecular. Esta informacao pode depois ser usada
para deduzir a quimica do analito ou comparar com bibliotecas espetrais para devida identificacdo
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(“Chromatography Online” 2023). A figura 8 representa esquematicamente a fonte de ionizagdo de
eletrdes e o sistema quadrupolo para detecdo do analito (Wittmann 2007).

Cétodo
Feixe de (/1]
eletrdes l_l Quadrupolo

Detetor
Fluxo de — O, 0 P e ® - &
gisdoGC —>— 0" i e @’ @‘@ i‘j ,g f % :‘ / j )

N~ -
\ /)
% Ides detetados I6es ndo detetados

Anodo

| | —IT—

Figura 8 - Esquema relativo ao método de ionizagdo de eletrdes e ao sistema quadrupolo (imagem retirada de Wittmann
2007).

Separacio de massa

Através de uma fenda, os ides positivos provenientes da fonte de ionizagdo entram no processo
de separagdo de massa, que, neste caso, ocorre através de um sistema de quadrupolo triplo. Cada
quadrupolo ¢ composto por quatro hastes cilindricas paralelas, com cerca de 25 cm de comprimento
cada uma, no qual as hastes opostas conectam-se eletricamente. A separacdo de massa ¢ baseada no
movimento de ides num campo elétrico oscilante criado pela variagdo de tensdo entre as hastes. Tendo
em conta uma certa gama de relacdo massa/carga (m/z) selecionada, apenas os ides com relacdo m/z
correspondente passam para o detetor, enquanto que os ides que apresentam uma relagdo m/z diferente
sdo sujeitos a oscilagdes que levam a sua colisdo com as hastes, ndo chegando ao detetor (Wittmann
2007).

Como se verifica na figura 9, um quadrupolo triplo resulta da ligacdo entre trés quadrupolos em
sucessdo. Depois de filtrados no primeiro quadrupolo, os ides passam por uma célula de colisao, segundo
quadrupolo, preenchido por um gas de colisdo (mistura de azoto e hélio) onde sdo fragmentados. Os
i0es fragmentados provenientes da célula de colisdo passam finalmente pelo terceiro quadrupolo onde
voltam a ser filtrados (Agilent 2019).

Gas de colisdo (N2 e He)

(=) (B =) |
0:)0 Q D) 31Q200 ) )o
—» oD)] ) L N
Fonte de ionizagdo Quadrupolo 1 Célula de colisdo Quadrupolo 3 Detetor

Figura 9 - Esquema relativo a um quadrupolo triplo (imagem retirada de Agilent 7000/7010 Series Triple
Quadrupole GC/MS System Concepts Guide).
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1.10. VALIDACAO DO METODO DE ANALISE

O objetivo de um método analitico é fornecer dados consistentes, confidveis e precisos, do qual
advém a importancia da validacdo. A validagdo de um método é um requisito dos organismos de
acreditacdo e consiste na confirmagdo, por meio de exames minuciosos, de que o procedimento ¢
efetivamente aplicavel para o fim a que se destina. Para tal ¢ necessario demonstrar que o procedimento
experimental, processo, equipamento, reagentes e condi¢des de laboratorio escolhidos para o método
funcionardo adequadamente num conjunto fixo de condigdes (Peris-vicente 2015).

Um método analitico deve ser validado sempre que ¢ implementado num laboratério, ou quando
ocorre alguma alteracdo relevante no mesmo (Guia RELACRE 13, 2000). Uma vez validado um
método, este permanece validado enquanto for aplicado no mesmo laboratorio e nas mesmas condigdes
experimentais (Peris-vicente 2015).

Validar um método é extremamente necessario € importante, uma vez que a validagao verifica se
um método ¢ adequado para ser usado em situacdes de controlo de qualidade e apoio & investigacdo e a
validag@o deve ser implementada pelos laboratorios para provar que conseguem obter dados analiticos
com o valor correto e com certeza da sua confiabilidade. Por outro lado, o uso de um método validado
elimina repeti¢des de testes e aumenta o prestigio do laboratorio, atraindo mais clientes pela confianga
do trabalho, o que resulta em rentabilidade e economia de tempo a longo prazo (Peris-vicente 2015).

Embora haja um consenso geral das organizagdes sobre a forma como a validacdo pode ser
realizada, atualmente existe alguma diversidade nos detalhes da validacdo, tanto nos parametros como
nos critérios de aceita¢do, que advém da existéncia de um grande nimero de guias e protocolos. Assim,
como existem diversas organizagdes internacionais e diferentes areas envolvidas na validacdo de
métodos, cabe a cada uma emitir as suas diretrizes de validagdo, descrevendo os parametros de validagdo
que devem ser estudados e os critérios de aceitagdo. Portanto, de acordo com o método a validar, ¢é
importante que cada analista selecione cuidadosamente as diretrizes e os protocolos que pretende seguir
(Peris-vicente 2015).

Para valida¢dao de um método multiresiduo de analise de pesticidas em alimentos de alto teor em
gordura, foram seguidos os parametros e os critérios de validacdo descritos no guia
SANTE/11312/2021. De acordo com o este guia, a validagdo de um método deve incluir a avaliagdo da
sensibilidade/ linearidade; limite de quantificagdo (LQ); recuperag@o média, para avaliar a exatiddo e
precisdo avaliada através da repetibilidade e precisdo intermédia. Para além destes aspetos de avaliagao
quantitativa, os parametros de identificagdo também devem ser avaliados, tais como, a razdo idnica e 0
tempo de retengdo. Para validagdo de métodos multiresiduos deve ser escolhida, no minimo, uma matriz
representativa de cada grupo alimentar (SANTE/11312/2021, 2021).

Especificidade e Seletividade

Os termos especificidade e seletividade relacionam-se entre si como a capacidade de um método
identificar e distinguir o analito que se pretende analisar numa matriz complexa, sem que haja
interferéncia de outros componentes (Guia RELACRE 13, 2000).

Em cromatografia, o equipamento deve ser capaz de reconhecer o pico do analito entre os varios
picos do cromatograma e assim discriminar interferentes que possam estar presentes na matriz (Peris-
vicente 2015). Esse reconhecimento pode ser confirmado pela comparagdo do tempo de retengdo e da

19



razao idnica entre os padrdes e a amostra que se pretende analisar. O tempo de reteng@o (TR) de um
composto corresponde ao tempo que decorre desde a inje¢do no sistema até a sua detecdo (Marques
2019). A razdo ionica (RI) representa a razdo entre o pico correspondente ao ido0 menos intenso
(qualificador) e o pico do 130 mais intenso (quantificador) (Ribeiro 2021). De acordo com os critérios
estabelecidos no SANTE/11312/2021, o analito alvo ndo deve desviar mais do que 0,1 da média dos TR
dos padrdes da reta de calibragdo e a RI ndo deve desviar mais do que 30% da RI média.

A especificidade e seletividade podem ser avaliadas através de ensaios de recuperacao,
recorrendo a uma matriz complexa. O método é considerado especifico e seletivo quando as taxas de
recuperagdo obtidas sdo proximas de 100% (Guia RELACRE 13, 2000).

Linearidade e Gama de trabalho

A linearidade ¢ a capacidade do método em obter resultados de teste, que sdo diretamente
proporcionais a concentragao do analito na amostra (Kruve et al. 2015a; 2015b) e deve ser avaliada em
toda a faixa de trabalho do método analitico, recomendando-se um minimo de cinco pontos de calibragido
distribuidos de igual modo na gama de concentragdo (Guia RELACRE 13, 2000). Este parametro esta
intimamente relacionado com a escolha da gama de trabalho e com o modelo de calibragéo.

A linearidade e a gama de trabalho podem ser testadas recorrendo a solu¢des padrao ou amostras
da matriz em branco fortificadas, no qual o extrato da matriz é enriquecido com uma quantidade de
analito conhecida. No caso da analise em GC, esta tltima opg¢ao € preferivel para ter em consideragdo a
possivel influéncia da matriz na ionizagdo do analito. Neste caso, o mais adequado ¢é usar extratos de
matriz em branco do tipo de matriz mais semelhante possivel a amostra (Kruve et al. 2015a; 2015b).

Gama de Trabalho

A gama de trabalho pode ser entendida como o intervalo entre a quantidade minima (limite
inferior de quantificagdo) e a quantidade maxima (limite superior de quantificacdo) em amostras, no
qual o procedimento analitico ¢ capaz de fornecer resultados quantitativos com um nivel adequado de
linearidade (Peris-vicente 2015).

Este pardmetro pode ser avaliado pelo teste de homogeneidade das variancias, no qual o
primeiro e o ultimo padrao da reta de calibracdo sdo analisados em 10 réplicas independentes.
Determinam-se depois as varidncias associadas a estes dois padrdes de forma a verificar se existem
diferencas significativas entre elas. As diferengas de variancia sio calculadas efetuando-se o teste PG,
de acordo com as equacdes 1 e 2, onde S7 e S2 correspondem as varidncias associadas ao primeiro e
ultimo padrao, respetivamente.

2

Se S2 < SZ, entdio PG =:—§ (1)
20 Q2 aex st

Se ST > S¢, entdo PG = 2 (2)

O valor de PG obtido é comparado com o valor tabelado da distribui¢ao de F de Snedecor / Fisher, para
n-1 graus de liberdade. Caso PG < F, as diferencas de variancias ndo sdo significativas e pode-se afirmar
que a gama de trabalho estd bem ajustada (Guia RELACRE 13, 2000).
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Linearidade

Para o estudo da linearidade estabelece-se um grafico de calibragdo (sinal do equipamento em
funco da concentracdo) e determina-se a concentracdo das amostras por interpolagdo (Guia RELACRE
13, 2000). Nos métodos cromatograficos o sinal do equipamento corresponde a area do pico, e, neste
caso, a area do pico e a concentracdo relacionam-se através de uma equagdo de primeiro grau, Equagdo
3, em que y representa a area do pico do analito, m representa o declive da reta, x representa a
concentragao de analito, e b representa a ordenada na origem (Peris-vicente 2015).

y=mx+b 3)

Para avaliar a linearidade os dados podem ser tratados por regressao linear e pelo método dos
minimos quadrados para calcular as constantes da curva de calibragdo e avaliar a qualidade da relagdo
linear, através do coeficiente de correlagdo (Peris-vicente 2015). O coeficiente de correlacdo calcula-se
de acordo com a equagdo 4, podendo tomar valores entre -1 e +1 e, para calibragdo linear, devem ser
sempre superiores a 0,995. Na equagdo, N representa o numero de pontos da reta, xi € yi os pares
ordenados, X a média dos valores de x e ¥ a média dos valores de y (Guia RELACRE 13, 2000).

_ N (-0
JEL iz, w192 @

Outra forma de avaliar a linearidade ¢ através do teste de Mandel, no qual, se calcula a fungéo
de calibragao linear e a fungao de calibragdo ndo linear, assim como as respetivas variancias. A diferenca
das variancias associadas as duas funcdes ¢ calculada através da equagdo 5, em que N corresponde ao

numero de padroes de calibragdo e 832, /x © Sf,z sdo0 as varidncias associadas a funcfo linear e a fungéo

ndo linear, respetivamente (Guia RELACRE 13, 2000).

DS? = (N —2) xS/, — (N —3) x SZ, )
Calcula-se depois o valor de teste PG pela equagao 6.
DS2
PG =
szz (6)

Se o valor de teste for inferior ao valor tabelado da distribui¢do de F de Snedecor / Fisher, conclui-se
que a funcao de calibragdo ¢ linear, caso contrario a gama de trabalho deve ser reduzida de forma a se
obter uma funcdo linear.

De acordo com o SANTE/11312/2021, como critério de aceitagdo para a linearidade, o desvio
entre a concentragdo obtida e a concentragdo esperada ndo pode ser superior a 20%. Portanto, neste
trabalho a linearidade também foi avaliada através da analise de residuos.

O valor da analise de residuos calcula-se de acordo com a equagdo 7 consiste no calculo
percentual da diferenca entre as concentragdes experimentais e as concentragdes calculadas a partir da
equacdo da reta de calibragao (Kruve et al. 2015a; 2015b).

Cexperimental_ccalculada x 100 (7)

Ccalculada

% Desvio das concentragoes =

Limiares analiticos

Os limiares analiticos, limite de detecdao (LD) e limite de quantificagdo (LQ), permitem avaliar
a capacidade do método de detetar, identificar e quantificar niveis baixos de analito em amostras (Kruve
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et al. 2015a; 2015b). E importante ter em consideragdo que, tanto o LD como o LQ devem ser
determinados na amostra da matriz (Peris-vicente 2015).

O LD pode ser entendido como a menor concentracdo do analito na amostra que é possivel
detetar, ou seja, que pode ser distinguida do zero com uma certeza estatistica razoavel (Kruve et al.
2015a; 2015b). Neste caso, a presenca do analito na amostra pode ser avaliada, mas ndo quantificada
com exatiddo e precisdo aceitaveis (Peris-vicente 2015). Quando o método envolve a utilizagdo de uma
calibragdo linear, o LD pode ser calculado recorrendo a equagédo 8, onde Sy representa o desvio padrao
da curva de calibragéo linear e b é o declive da mesma (Guia RELACRE 13, 2000).

LD = [3314/"] (8)

Quanto ao LQ, este corresponde & menor concentragdo de analito que pode ser quantificada e
relatada, com uma determinada exatiddo e precisdo. Uma vez que o método envolve a utilizagdo de uma
calibragdo linear, o LQ € obtido através da equagdo 9. onde Sy, representa o desvio padrio da curva de
calibracao linear e b ¢ o declive da mesma (Guia RELACRE 13, 2000).

LQ:M 9

Conforme os critérios do SANTE/11312/2021, para fins de validagdo, o LQ ndo deve ser superior ao
LMR estabelecido para o analito e matriz em estudo (SANTE/11312/2021, 2021).

Precisao

A precisdo pode ser definida como a proximidade da concordancia entre os valores obtidos de
varias medigdes independentes para a mesma amostra, sob condi¢des especificas. Em cromatografia,
representa a concordancia entre os valores obtidos da area do pico num cromatograma, a partir de
analises independentes da mesma matriz (Peris-vicente 2015). A precisao esta associada a erros
aleatorios num sistema de medicao e ¢ um componente da incerteza (Kruve et al. 2015a; 2015b) .

Este pardmetro pode ser avaliado através de duas medidas extremas, a repetibilidade e a
reprodutibilidade, ou através de uma situagdo intermédia designada por precisdo intermédia (Peris-
vicente 2015). Quando a validag¢do de um método ocorre num Unico laboratorio ndo existe necessidade
de avaliar a reprodutibilidade (Ribeiro 2021).

Repetibilidade

A repetibilidade expressa a precisdo de um método perante condigdes idénticas. Assim, refere-
se a proximidade dos resultados obtidos para a mesma amostra em condi¢des de repetibilidade, ou seja,
sem variar o laboratorio, o procedimento, o operador, o equipamento e os reagentes durante um curto
periodo de tempo, geralmente um dia ou uma corrida analitica. A repetibilidade deve fornecer a menor
variagao possivel entre os resultados (Kruve et al. 2015a; 2015b).

Para avaliar a repetibilidade efetuam-se no minimo dez medi¢des sobre a mesma amostra em
condigoes de repetibilidade e calculam-se o desvio padrio, variancia e coeficiente de variacdo
associados aos resultados da repetibilidade, assim como, o limite de repetibilidade. O limite de
repetibilidade (r) consiste no valor abaixo do qual se deve situar, com uma probabilidade definida, a
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diferenca absoluta entre dois resultados de ensaio. Para um nivel de confian¢a de 95%, o limite de
repetibilidade calcula-se de acordo com a equacdo 10, no qual S? representa a variincia da repetibilidade

(Guia RELACRE 13, 2000).
r=28x \/573 (10)

De acordo com os critérios do SANTE/11312/2021, para fins de validagdo, o coeficiente de
variagao da repetibilidade ndo deve ser superior a 20% (SANTE/11312/2021, 2021).

Precisido Intermédia

A precisdo intermédia ¢ a precisdo obtida no mesmo laboratorio, para a mesma amostra, durante
um periodo de tempo mais longo, geralmente varios meses, e tem em consideracdo mais mudangas do
que a repetibilidade. Na pratica, fazem-se variar uma ou mais condigdes, como, diferentes analistas,
equipamentos e/ou épocas. Também variam fatores que normalmente sdo constantes durante um dia,
mas ndo sdo constantes durante um periodo de tempo mais longo e, portanto, sdo fatores aleatorios no
contexto de precisdo intermédia (Kruve et al. 2015a; 2015b).

Para determinar este parametro, efetuam-se n medi¢des para a mesma amostra em condi¢des de
precisdo intermédia e calcula-se o desvio padrdo da precisdo intermédia de acordo com a equagao 11,
onde t corresponde ao numero de amostras ensaiadas, n ao nimero de ensaios efetuados por amostra, j
a0 numero da amostra, k ao nimero do resultado obtido para a amostra j, yji representa o resultado para

a amostra j e y; a média dos resultados (Guia RELACRE 13, 2000).

. 2
Si = \/m ]'t=1212:1(yik - yl) (11)

Exatidao

A exatiddo pode ser entendida como a concordéancia entre o resultado de um ensaio e o valor de
referéncia aceite como verdadeiro (Guia RELACRE 13, 2000). Em anélises cromatograficas, a exatidao
vai corresponder a concordancia entre a concentragdo obtida no ensaio (através da area do pico e da reta
de calibracao) e o valor de referéncia. Neste caso, recorre-se a média das concentragdes obtidas de forma
a minimizar e efeito dos erros aleatorios (Peris-vicente 2015).

Para avaliar a exatiddo pode-se recorrer a materiais de concentragdo conhecida como materiais
de referéncia certificados, amostras fortificadas, solu¢cdes padrdo ou amostras reais analisadas por um
método confiavel de referéncia. Quando se avalia a exatiddo recorrendo a amostras fortificadas,
efetuam-se ensaios de recuperacao, no qual uma amostra em branco ¢ fortificada com uma quantidade
conhecida de analito. Neste caso, a exatidao ¢ determinada através de valores de recuperacao (Peris-
vicente 2015).

A recuperagao ¢ calculada de acordo com a equagao 12, onde Cr corresponde a concentragao da
amostra fortificada, Ca a concentragdo da amostra e Cr corresponde a concentragdo teodrica que foi
realmente adicionada (Peris-vicente 2015).

%R = 54 5 100 (12)

T
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Idealmente, os valores de recuperagdo deveriam ser 100%, no entanto, num método de ensaio
ocorrem erros sistematicos que ndo permitem normalmente atingir esse valor (Peris-vicente 2015).
Conforme o SANTE/11312/2021, para avaliar a recuperagd@o € necessario um minimo de cinco réplicas
ao nivel do LQ do método e pelo menos um outro nivel superior, por exemplo, duas a dez vezes o nivel
do LQ, sendo aceites valores de recuperagdo compreendidos entre os 70% e 120%, com um coeficiente
de variag@o associado inferior a 20% (SANTE/11312/2021, 2021).

Incerteza

Na analise cromatografica, a incerteza caracteriza a distdncia maxima entre uma concentracao
medida e o valor real que pode ser obtido ao analisar uma amostra. Assim, este pardmetro vai quantificar
o nivel de diivida sobre a concentragdo obtida, resultante de erros aleatdérios provenientes de diversas
fontes possiveis do método (Peris-vicente 2015).

Existem varias metodologias aceites para calcular incertezas num laboratério. A escolha da
metodologia de calculo vai depender dos recursos disponiveis, bem como dos objetivos do ensaio. Neste
trabalho o calculo da incerteza baseou-se em abordagens empiricas de acordo com os dados obtidos da
validagdo do método, recolhidos em condi¢des intralaboratoriais. Esta abordagem envolve a
combinacdo de duas componentes de incerteza: a incerteza padrio associada aos erros aleatorios,
designada por incerteza de precisdo/ fidelidade (Uprecisio) € @ incerteza padrdo associada aos erros
sistematicos, mais concretamente, a incerteza de veracidade/ justeza (Uveracidade) (Guia RELACRE 31,
2018).

Incerteza de precisao

A incerteza pode ser calculada como incerteza absoluta ou incerteza relativa, desde que as
componentes da incerteza sejam contabilizadas na mesma dimensdo. A incerteza padrao associada a
precisdo ¢ avaliada em condigdes de precisdo intermédia, sendo que a incerteza padrio absoluta
associada a precisdo (Uprecisio) € calculada diretamente pelo desvio-padrdo absoluto da precisdo
intermédia, enquanto que a incerteza padrdo relativa associada a precisdo (U’precisio) corresponde ao
desvio padrao relativo da precisao intermédia, ou seja, ao coeficiente de variagao da precisdo intermédia
(Guia RELACRE 31, 2018).

Incerteza de veracidade

Quanto a incerteza padrao associada a veracidade (Uveracidade), €5ta pode ser avaliada de diversas
formas, e, neste caso, foi calculada tendo em conta os ensaios de recuperacdo. Esta componente da
incerteza foi calculada de acordo com a equagéo 13, no qual R corresponde a recuperacao, sqbs 20 desvio
padrao dos resultados dos ensaios de recuperagdo, n ao niimero de ensaios efetuados e Cyps 2
concentragao média dos ensaios de recuperagdo (Guia RELACRE 31, 2018).

_ Sobs
Uyeracidade = R % CobsX VN (13)
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Incerteza combinada

A incerteza combinada (Ucombinada) tem em consideracdo todas as componentes de incerteza
associadas ao método analitico e ¢ calculado tendo em conta a Lei da Propagacdo das Incertezas, no
qual as componentes da incerteza descritas anteriormente podem ser combinadas de acordo com a
equacdo 14, onde Uprecisao cOrresponde a incerteza absoluta associada a precisdo € Uyeracidade & iNcCerteza
padrao associada a veracidade (Guia RELACRE 31, 2018).

— 2 2
ucombinada—Jupreciséo + Uyeracidade (14)

Incerteza expandida

A incerteza expandida (U) € calculada de acordo com a equagdo 15, ou seja, através da incerteza
combinada e considerando um fator de expansao (K). Quando a incerteza ¢ calculada recorrendo a um
numero elevado de ensaios experimentais, considera-se um fator de expansao igual a 2 e um nivel de
confianca de 95% (Guia RELACRE 31, 2018).

U=u, xK (15)
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CAPITULO II — PARTE EXPERIMENTAL

2.1. MATERIAL E REAGENTES

Material e equipamento

Para além do material corrente de laboratorio utilizado ao longo do trabalho experimental, foram
necessarios diversos equipamentos auxiliares, como moinhos trituradores GM 200 da marca Retsch para
a preparagdo das amostras, assim como, balanga analitica modelo MS204S, da marca Mettler Toledo e
de incerteza = 0,0001 g, agitador multi reax da marca Heidolph, centrifuga Rotina 380 da marca Hettich
com um rotor Swing-out 4 place 1754 também da Hettich, e evaporador de corrente de azoto TurbVap
LV da marca Biotage. Também se utilizaram filtros de seringa de nylon (25 mm, 0,45 um) da VWR e
seringas descartaveis de 3 pegas, luer-lock de 5 mL da Henke Sass Wolf. Para a preparacdo da reta de
calibracao utilizaram-se seringas de vidro da VWR de 10, 25, 50 e 100 pL e uma seringa de vidro da
Trajan de 1 mL.

Para a analise de residuos de pesticidas recorreu-se ao equipamento de GC SCION 456-GC da
marca Bruker acoplado ao equipamento de MS/MS EVOQ TQ da Bruker.

Amostras e reagentes

A validac¢do do método de analise de residuos de pesticidas envolveu duas matrizes diferentes
do grupo 4a (elevado teor de 6leo e baixo teor de agua) do SANTE/11312/2021 (Procedimentos
analiticos de controle de qualidade e validacdo de métodos para analise de residuos de pesticidas em
alimentos e ra¢des, implementado em 01/01/2022): améndoa e amendoim.

Para a extragdo de pesticidas utilizaram-se trés solventes: acetonitrilo (CH3CN, grau UHPLC-
MS, Carlo Erba Reagents), tolueno (CsHsCH3, grau PESTIPUR, Carlo Erba Reagents) e agua MilliQ
(sistema de purificacdo da marca Milipore). Recorreu-se ao uso de kits QUEChERS QuE-Lab (Lab
Instruments): kit 1 - composto por 4 g de sulfato de magnésio, 1 g de cloreto de sodio, 0,5 g de citrato
de sodio desidratado basico e 1 g de citrato de sodio desidratado tribasico; e kit 3 - composto por 150
mg de PSA, 150 mg de Cis e 900 mg de sulfato de magnésio.

Para os ensaios de recuperacdo e para a reta de calibragdo utilizaram-se duas solu¢des padrao
de pesticidas, a solucdo padrao A e a solug@o padrao B, cuja composigdo se encontra descrita abaixo.

Preparacio da soluciio padriao A

A solugdo padrdo A de 1 ppm foi obtida a partir de nove solu¢des comerciais de misturas de
padroes pesticidas de 100 ppm: GC1 (cat. 32563); GC2 (cat. 32564); GC3 (cat. 32565); GC4
(cat.32566); GC5 (cat. 32567); GC6 (cat. 32568); GC7 (cat. 32569); GCS8 (cat. 32570) e GC9 (cat.
32571), da marca Restek. Os pesticidas que compdem cada solugdo encontram-se especificados no
Apéndice A.

Para preparar a solugdo padrao A, retiraram-se 200 pL de cada solucdo de mistura de 100 ppm
(do GC1 ao GC9) para um baldo de 20 mL e perfez-se o volume final com tolueno.
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Preparacio da solucio padriao B

A solugdo padrao B de 1 ppm foi preparada a partir de quatro solugdes individuais de padrdes
de pesticidas de 1000 ppm. Os pesticidas utilizados para a preparagdo desta solucdo foram o pirifenox
(pureza 98,71%), o fenpropidin (pureza 97,20%), o formotido (pureza 70,00%) e o dodemorfe (pureza
98,71%), da marca DR Ehrenstorfer.

Para preparar esta solugdo, retiraram-se 20 pL. de cada solucdo padrao individual de 1000 ppm
para um baldo de 20 mL e perfez-se o volume final com tolueno.
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2.2.  PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Extracio de pesticidas

Antes de se iniciar o procedimento da extragdo, as amostras (améndoa e amendoim comerciais)
foram previamente trituradas com auxilio de moinhos trituradores, apenas na parte a que o LMR se
aplica, de acordo com o regulamento (UE) 2020/856 (de 9 de junho de 2020), (Comissdo Europeia
2020). No caso das améndoas e dos amendoins deve-se triturar o produto inteiro, apos remogao das
capsulas, cascas e pelicula.

Pesou-se cerca de 13,5 g = 0,05 g de amostra hidratada (na propor¢ao de 1:1 de matriz: agua
(m/v)) para um tubo de centrifuga de 50 mL. De seguida adicionou-se 10 mL de acetonitrilo a amostra
hidratada e agitou-se no multi reax durante 15 minutos, a temperatura ambiente. Adicionou-se 6,5 g do
componente de extragdo do kit 1 QUEChERS e voltou-se a agitar durante 3 minutos. A amostra foi
posteriormente centrifugada a 2918 RCF (relative centrifugal force) durante 5 minutos, sendo de
seguida transferidos 6 mL do sobrenadante para um tubo de 15 mL de limpeza dSPE do kit 3
QuEChERS. O extrato foi novamente agitado durante 1 minuto e centrifugado durante 5 minutos a 4863
RCEF, tendo-se depois transferido 1 mL do sobrenadante para um vial de 2 mL. Antes da analise por GC-
MS/MS, o extrato foi evaporado a 20 °C em corrente de azoto, com uma pressdo entre 1,5 e 2,5 psi,
sendo de seguida o contetido do via/ redissolvido com 1 mL de tolueno e filtrado. Finalmente procedeu-
se a analise no GC-MS/MS (as condigdes cromatograficas encontram-se detalhadas na secgao 2.2.4).

Ensaios de recuperacio

Para os ensaios de recuperagdo pesou-se cerca de 13,5 g £ 0,05 g de amostra hidratada (na
propor¢ao de 1:1 de matriz : 4gua (m/v)) para um tubo de centrifuga de 50 mL e fortificou-se a amostra
com 135 pL da solugdo padrdo A e 135 uL da solugdo padrdao B, de forma a se obterem recuperagdes
de 13,5 ppb. Apds secagem do volume adicionado (& temperatura ambiente) e da agitagdo da amostra
no multi reax durante 1 minuto, prosseguiu-se com o procedimento descrito no ponto 2.2.1.

Reta de calibracio

Para a reta de calibracdo preparam-se seis solugdes padrio de volume final de 1 mL e
concentragdes de 5 ppb, 10 ppb, 25 ppb, 50 ppb, 75 ppb € 100 ppb a partir das solugdes padrio A e B.
A reta foi analisada em extrato de matriz de améndoa ou de amendoim, dependendo do ensaio, ¢ a
preparacdo de cada solug@o encontra-se especificada na tabela 3.
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Tabela 3 - Preparacdo das solugdes para a reta de calibragdo a partir da solugdo A, da solugdo B e do extrato de
matriz.

g;n;(c)::;l;l)c;: Volume Volume Volume de
. - retirado da retirado da extrato de
calibracao - - .
final solucio A solucido B matriz
5 ppb 5uL 5 uL 990 uL.
10 ppb 10 uLL 10 uL 980 uL
25 ppb 25 uL 25 uL 950 uL
50 ppb 50 uL 50 uL 900 pL.
75 ppb 75 uL 75 uL 850 uL
100 ppb 100 puL 100 L 800 pL

Condig¢des cromatograficas
A analise no GC-MS/MS ocorreu nas condigdes apresentadas na tabela 4.

Tabela 4 - Condigdes cromatograficas e pardmetros de MS/MS estabelecidas no equipamento GC-MS/MS para a
validagdo do método.

GC
Temperatura do injetor 280 °C
Temperatura do forno 90 °C (3,5 minutos)
180 °C (20°C por minuto)
325 °C (10 °C por minuto durante 5,5
minutos)
Gas de arraste Hélio
Fluxo 1 mL / minuto
Modo de injecao Splitless
Volume de injegdo 2 uL
MS/MS
Técnica de ionizacdo EI
Modo de aquisicao MRM
Energia de ionizacao 70 eV
Temperatura da fonte 280 °C
Temperatura da linha de transferéncia | 280 °C

Validacao

Para validar o método desenvolvido para a detegdo de pesticidas em matrizes alimentares
seguiram-se os parametros e os critérios de validacdo descritos nos guias SANTE (SANTE/11312/2021
2021) e RELACRE (Guia RELACRE 13 2000). Na tabela 5 encontra-se um resumo dos parametros
avaliados, bem como os critérios de aceitagao utilizados.

A linearidade e a gama de trabalho foram analisadas através da curva de calibragdo em matriz
com seis pontos. A linearidade foi avaliada ndo so6 pela analise de residuos, como também pelo teste de
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Mandel, através da comparacdo das variancias associadas a um ajuste linear e a um ajuste polinomial
da curva de calibracdo, descrito em 1.10.2., enquanto que a gama de trabalho foi avaliada através do
teste de homogeneidade de variancias, no qual se efetuou a leitura de dez ensaios para o primeiro e
ultimo padrao da reta de calibrag@o. Os limiares analiticos, LD e LQ foram calculados através do desvio
padrado e do declive da reta de calibragdo.

A precisdo e exatiddo do método foram avaliadas recorrendo a ensaios de recuperacdo. A
precisdo foi avaliada através da repetibilidade, tendo-se efetuado dez medi¢des sobre a mesma amostra
recuperada sob condigdes de repetibilidade especificadas em 1.10.4, e através da precisdo intermédia,
no qual se avaliaram amostras recuperadas num periodo de cinco meses, em condig¢des de precisao
intermédia, também especificadas em 1.10.4.

A incerteza do método foi avaliada em condigdes de precisao intermédia e tendo em conta os
ensaios de recuperacao, tal como descrito em 1.10.6.

Tabela 5 - Parametros utilizados na validagao do método desenvolvido e critérios de avalia¢do e de aceitacdo de

cada parametro.

Parametro Como avaliar Critério de aceitacao
R*> 0,995
Reta de calibracdo com 6 pontos Desvio da concentragio
Linearidade Teste de Mandel calculada a concentragao real <
Analise dos desvios-padrio residuais 20%
PG<F
Gama de trabalho | Teste de homogeneidade das variancias PG<F
Nivel de concentragdo mais baixo da
Limite de validagdo no qual € possivel a quantificagdo
quantificacdo, LQ | do analito, cumprindo os critérios de <LMR
(experimental) identificacdo e desempenho do método para
a recuperagdo e precisao
Repetibilidade Coeficiente de variacao de repetibilidade CV <20%
Precisao Coeficiente de variagdo de
Co " ¢ CV <20%
intermédia reprodutibilidade
. Percentagem de recuperagdo para dois 70% < recuperagao (%) > 120%
Exatidao po . ~
niveis de fortificagdo CV <20%
Incerteza expandida do método, calculada
através da incerteza combinada de acordo
Incerteza . . N o~ Uexpandida < 50%
com as incertezas associadas a precisdo e
exatidao
Tempo de retengdo das amostras em
Tempo de ~ g .
- comparagdo ao tempo de retencdo médio + 0,1 min
retencao o . ~
dos padroes de calibragdo
Razao i6nica das amostras em comparagao
Razio ionica a razdo ionica média dos padroes de +30%
calibragao
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CAPITULO III - RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. OTIMIZACAO DO PROCESSO DE EXTRACAO

No laboratorio da SGS Portugal estdo implementados dois métodos multiresiduos de analise de
pesticidas em alimentos para o grupo 1 (elevado teor de dgua) e para o grupo 5 (elevado teor de amido
e/ou proteina e baixo teor de agua e gordura) do SANTE/11312/2021. Neste trabalho, foi desenvolvido
um método para a analise de pesticidas em alimentos do grupo 4a (elevado teor de 6leo e baixo teor de
agua), baseado no método de extragdo ja implementado na SGS Portugal para a anélise de pesticidas em
alimentos de elevado teor de gordura e baixo teor de agua. Numa fase inicial, foi realizado um estudo
bibliografico sobre cada etapa de extracdo com o objetivo de otimizar o método para as matrizes
analisadas.

A analise de residuos de pesticidas em matrizes alimentares ¢ uma tarefa desafiadora, dada a
elevada diversidade destas amostras, no que diz respeito ao teor de pigmentos, gorduras, agucares,
proteinas, antioxidantes e outras substincias (Kaczynski 2017). Portanto, ¢ fundamental definir as
condicdes de extracdo mais adequadas a cada grupo alimentar. Neste trabalho, a escolha do solvente de
extracdo e dos adsorventes de limpeza foi essencial para a otimiza¢do do método.

Varios autores ja relataram diferentes metodologias de extragdo de residuos de pesticidas em
matrizes alimentares. Martinez et al. (2019) avaliaram trés procedimentos diferentes (original, AOAC
2007.01 e CEN 15662, especificados na tabela 6) para extrair pesticidas de frutas desidratadas, tendo
por base o método QUEChERS. O método AOAC 2007.01 apresentou os melhores resultados em termos
de menor efeito de matriz, melhor eficiéncia de extragdo e melhor precisdo. Desta forma, o ACN com
1% de 4cido acético como solvente de extracdo e o sulfato de magnésio com o acetato de sodio para a
etapa de limpeza d-SPE demonstraram ser as melhores condigdes de extracao (Varela-Martinez et al.
2019)

Barci et al. (2020) também avaliaram trés método de extracdo diferentes para determinar
residuos de 47 pesticidas em noz peca: QUEChERS original, acetato QUEChERS e citrato QUEChERS
(tabela 6). Os métodos QUEChERS original e citrato apresentaram melhores resultados quanto a8 menor
quantidade de coextrativos, comparados com o método QuUEChERS acetato. A adigdo inicial de agua a
amostra na propor¢do de 1:1 de matriz:agua (m/v) foi necessaria devido ao baixo teor de dgua da noz
peca (< 5%). Esta adicdo melhora a interagdo entre a amostra e o solvente de extracdo, resultando em
melhores recuperagdes. Os sais sulfato de magnésio e cloreto de sodio do método original foram
selecionados devido ao menor uso de sais em relagdo ao método citrato que requer quatro sais diferentes.
Quanto a etapa de limpeza d-SPE, os adsorventes PSA e C18 demonstraram-se mais eficazes face a
outros adsorventes, proporcionando melhores resultados para a remogao de lipidos (Barci et al. 2020).

Por outro lado, Mahdavi et al. (2019) otimizaram um processo de extracdo de residuos de
pesticidas em pistachos, onde os parametros avaliados foram a propor¢do amostra: agua e as quantidades
de adsorventes (tabela 6). Os autores concluiram que a adi¢do de agua a amostra na proporgao de 1:1
matriz:agua (m/v) foi suficiente para hidratar a amostra e para precipitar os compostos apolares
presentes na matriz. Quanto ao procedimento de limpeza, uma etapa de freeze-out € o uso de aminas
primarias e secundarias como adsorventes foi adequado para a obtencao de cromatogramas mais limpos
e com menor efeito de matriz, ndo havendo a necessidade de utilizar C18 ¢ GCB, reduzindo assim o
custo e o tempo de analise (Mahdavi et al. 2020).
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Tabela 6 - Resumo das adaptacdes ao método QuUEChERS apllicadas a extracdo de pesticidas de matrizes

alimentares.
(Martinez et al., 2019)
Original AOAC 2007.01 CEN 1662
Amostragem 5 g de fruta desidratada | 5 g de fruta desidratada | 5 g de fruta desidratada
0
Solvente de 10 mL de ACN 10 mL de ACN com 1% 10 mL de ACN
extra¢io (v/v) de acido acético
Hidratagao da 10 mL de H,O 10 mL de H,O 10 mL de H,O
amostra
4 g de MgSQOs, 1 gde
NaCl, 1 g de citrato de
sodio desidratado
Salting out 4 g de MgSO;, 1 g de 6 g MgS0s, 1’,5 gde tribasico, 0,5 g de
NaCl acetato de sodio . .
hidrogenocitrato
dissodico
sesquihidratado

Limpeza d-SPE

150 mg de MgSOs, 50
mg de PSA, 50 mg C18

150 mg de MgSOs, 50
mg de PSA, 50 mg C18

150 mg de MgSOq, 25
mg de PSA, 25 mg C18

(Bareci et al., 2020)
Original QuEChERS Acetato QUEChERS Citrato QUEChERS
Amostragem 5 gdenoz 5 gdenoz 5 gdenoz

Hidratacio da
amostra

Adigdo de H,O a
amostra na propor¢ao
1:1 matriz: agua (m/v)

Adigdo de H,O a
amostra na propor¢ao
1:1 matriz: agua (m/v)

Adigdo de H,O a
amostra na propor¢ao
1:1 matriz: agua (m/v)

Solvente de
extracio

10 mL de ACN

15 mL de ACN com 1%
de acido acético (v/v)

10 mL de ACN

Salting out

4 g de MgSQOs, 1 gde
NaCl

6 g de MgS04, 1,5 gde
acetato de sodio

4 g de MgSQOs, 1 gde
NaCl, 1 g de citrato de
sodio desidratado
tribasico, 0.5 g de
hidrogenocitrato
dissodico
sesquihidratado

Limpeza d-SPE

300 mg de MgSO4, 50
mg de PSA, 250 mg

300 mg de MgSOs, 50
mg de PSA, 250 mg

300 mg de MgSOs4, 50
mg de PSA, 250 mg

C18 C18 C18
(Mahdavi et al., 2019)
Amostragem 5 g de pistachios
Hidratacio da .. \ . .
amostra Adigao de H,O a amostra na propor¢do 1:1 matriz: agua (m/v)
Solventg de 5 mL de ACN
extracao
Salting out 4 g de MgSOs, 1 g de NaCl

Limpeza d-SPE

1,5 mg de MgSOs, 250 mg de PSA
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Neste trabalho foi avaliada a propor¢do amostra:agua na etapa de hidratagdo e a quantidade
inicial de matriz a utilizar, bem como a adigdo de acido acético ao solvente de extragdo. Numa fase
inicial a extracao foi efetuada para 5 g de amostra com adi¢do de 10 mL de H,O e 10 mL de ACN. Esta
relacdo amostra-solvente ndo foi suficiente para atingir bons resultados de recuperacdo. Verificou-se
posteriormente que a melhor proporcdo amostra:agua a aplicar neste trabalho seria 1:1 (m/v), o que vai
de encontro as conclusdes obtidas por Barci et al. (2020) e Mahdavi et al. (2019).

Tanto as améndoas como os amendoins sdo matrizes com baixo teor de agua, portanto, ¢
necessaria a hidratagdo da amostra seca para alcangar a extragdo maxima do analito alvo (Cajka et al.
2012). Com a adigdo de agua a amostra, & possivel obter-se quatro fases na extragdo QuEChERS
(orgénica, aquosa, residuos so6lidos da amostra e sais), enquanto que sem este procedimento nao ¢
possivel a obtencdo de uma fase aquosa, dificultando assim a extracdo. Apesar de, na auséncia deste
procedimento de hidratagdo, se obterem extratos mais limpos (com menos componentes polares da
matriz), as recuperagoes de analito s3o afetadas negativamente (Cajka et al. 2012). Portanto, neste
trabalho, a adicdo de 4dgua na proporc¢do 1:1 matriz:agua (m/v) foi suficiente para hidratar a amostra
numa fase preliminar, sem afetar negativamente a quantidade de analito recuperada.

A adigfo de acido acético ao solvente de extragdo impede a degradagdo dos pesticidas a valores
de pH mais elevados, sendo assim importante para manter a estabilidade dos pesticidas em ACN. Neste
caso, comparou-se a extracao de residuos de pesticidas utilizando ACN com 1% (v/v) de acido acético
e, apenas ACN como solvente de extragdo. A adigdo de acido acético ao solvente de extracdo ndo
favoreceu a analise dos pesticidas em questdo (clorfenvinfos e malatido), por outro lado, a extragao sem
acido acético demonstrou melhores resultados. As figuras 10 e 11 apresentam os cromatogramas obtidos
para a extragdo do clorfenvinfos e do malatido, respetivamente, para uma amostra fortificada da
améndoa, com e sem a adi¢do de acido acético. Os melhores resultados de recuperagao foram obtidos
para a extragdo sem acido acético, com 99% de recuperagao para o clorfenvinfos e 88% para o malatido,
enquanto que, com a adi¢ao de acido apenas se recuperaram 66% e 57% para o clorfenvinfos e para o
malatido, respetivamente. Uma vez que as amostras foram extraidas e injetadas no proprio dia, ndo
houve a necessidade de se obterem extratos mais estaveis a pH mais baixos, portanto, a adi¢ao de acido
acético pode ser evitada. Esta etapa tem maior importancia quando se trata de um espago de tempo mais
longo entre a extracdo e a inje¢do, de forma a evitar a degradagdo dos pesticidas ao longo do tempo. Por
outro lado, o uso de um meio tamponando ndo ¢ indicado para certas matrizes com elevado teor de
lipidos, uma vez que reduz a capacidade de retengdo do PSA a pH mais baixos, resultando assim numa
maior quantidade de coextrativos (Socas-Rodriguez et al. 2017).
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Figura 10 - Representagdo grafica dos cromatogramas obtidos por GC-MS/MS da anélise do clorfenvinfos extraido
da améndoa, com a adi¢do de acido acético (A e B) e sem a adi¢@o de acido acético (C e D). A e C representam os
picos dos ides quantificadores e B e D representam os picos referentes aos ides qualificadores.
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Figura 11 - Representagdo grafica dos cromatogramas obtidos por GC-MS/MS da analise do malatido extraido da
améndoa, com a adi¢do de acido acético (A, B e C) e sem a adi¢do de acido acético (D, E e F). A e D representam
os picos dos ides quantificadores e B, C, E e F representam os picos referentes aos ides qualificadores.

Relativamente a etapa de salting-out e a fase de limpeza d-SPE, ndo se efetuou nenhum estudo
em relagdo aos melhores sais e adsorventes a utilizar, visto o laboratorio da SGS Portugal utilizar Kits
de extragdo QuUEChERS ja definidos (kit para salting-out composto por sulfato de magnésio, cloreto de
sodio, citrato de sodio desidratado basico e citrato de sodio desidratado tribasico, como referido no na
seccdo 2.1).
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O uso de sais ap6s a adigdo do solvente de extracdo ajuda a induzir a separacdo de fases
acetonitrilo/dgua e influencia a percentagem de dgua na fase organica. O MgSQg contribui para eliminar
os restos de dgua da fase do acetonitrilo e para a coextragdo de alguns compostos polares indesejaveis
da matriz da amostra, como por exemplo agucares. Enquanto que o NaCl ajuda a controlar a polaridade
dos solventes e, desta forma, aumenta a seletividade da extracdo (Rejczak et al. 2015).

No que se refere ao uso de citratos na etapa de salting-out, estes podem ser vantajosos para uma
extracdo mais eficiente, uma vez que, o uso do um meio tamponado pode evitar a degradacdo de
compostos mais sensiveis a variagdes de pH. O tampao citrato apresenta uma capacidade de tampao
relativamente baixa em comparagdo ao tampao acetato que apresenta uma capacidade de tampao mais
forte (Perestrelo et al. 2019). Portanto, neste caso, o uso de citrato de sddio desidratado basico e citrato
de sodio desidratado tribasico foi mais indicado para o tipo de matriz em estudo, uma vez que, como ja
referido em cima, para certas matrizes com elevado teor de lipidos, o uso de um meio tamponado forte
pode levar a redugdo da capacidade de retencdo do PSA e assim, a uma maior quantidade de
coextrativos.

Para a etapa de limpeza d-SPE, tal como mencionado na secg¢do 2.1., utilizou-se um kit
QuEChERS composto por PSA, Cis e MgSOs. Esta etapa ¢ fundamental para uma melhor extragdo, uma
vez que envolve uma limpeza adicional, apos a etapa de salting out, que permite remover interferentes
da matriz. O PSA ¢ eficaz para remover acidos gordos, aglicares, acidos orgénicos, lipidos e alguns
pigmentos, enquanto, o Cis ajuda a remover as interferéncias apolares, como lipidos e gorduras. Quanto
ao MgSOs, este absorve as moléculas de dgua que restam na fase orgénica ap0s a etapa de salting out,
permitindo uma limpeza ainda mais eficiente (Lawal et al. 2018). A sele¢do, a combinagdo e a
quantidade correta dos sais e adsorventes na etapa de limpeza d-SPE ¢ crucial para melhorar a detegdo
de residuos de pesticidas presentes nos extratos de matrizes complexas, sem efeitos adversos nas suas
respostas.
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3.2. VALIDACAO

Qualquer método analitico tem como principal proposito o fornecimento de dados consistentes,
verdadeiros e precisos, com uma incerteza conhecida. Portanto, a validacdo de um método desempenha
um papel muito importante para que esse objetivo seja atingido.

A validagdo do método desenvolvido neste trabalho foi realizada tendo como base os critérios
do SANTE/11312/2021. Foram avaliados parametros como a linearidade e gama de trabalho; a
especificidade e seletividade; os limiares analiticos: LD e LQ; a precisdo: repetibilidade e precisdo
intermédia; a exatiddo através de ensaios recuperacdo; o controle de duplicados; e, por ultimo, a
incerteza: incerteza da precisao, incerteza da veracidade, incerteza combinada e incerteza expandida. O
método foi validado para dois pesticidas, o clorfenvinfos e o malatido, ¢ para duas matrizes
representativas do grupo 4* do SANTE/11312/2021, a améndoa e o amendoim.

3.2.1. Gama de Trabalho

O LMR com o valor mais baixo para pesticidas estipulado na Unido Europeia corresponde a
0,01 mg/kg (“European Commission - EU Pesticides Database” 2023), ou seja, a 10 ppb. Portanto, para
este trabalho experimental, escolheu-se como limite inferior da gama de trabalho um valor abaixo deste,
5 ppb. Para definir o limite superior, teve-se em consideracdo as orientagdes descritas no
SANTE/11312/2021, e, portanto, o limite superior da gama de trabalho foi definido como 20 vezes o
limite inferior da gama, 100 ppb.

Para o clorfenvinfos, o LMR estabelecido pela Unido Europeia para as matrizes améndoa e
amendoim ¢ de 0,02 mg/kg, de acordo com o regulamento (UE) 1138/2013 (de 8 de novembro de 2013),
(Comissdo Europeia 2013). No caso do malatido, o LMR estabelecido pela Unido Europeia para as
matrizes em estudo ¢ também de 0,02 mg/kg, tendo em conta o regulamento (UE) 2015/399 (de 25 de
fevereiro de 2015), (Comissdo Europeia 2015). Portanto, ao definir uma gama de trabalho de 5 a 100
ppb assegura-se que o LMR se encontra dentro desse intervalo.

Para a analise da gama de trabalho recorreu-se ao teste da homogeneidade de variancias, no qual
se analisaram dez ensaios para o primeiro e ultimo padrdo da reta de calibragdo e se compararam as
variancias associadas a cada um destes padrdes. Os resultados obtidos para a realizacdo deste estudo
encontram-se resumidos na tabela 7. No Apéndice B apresentam-se, com maior detalhe, os resultados
do teste da homogeneidade de varidncias. Comparando o valor de PG obtido com o valor tabelado da
distribui¢do de F de Snedecor / Fisher, verifica-se PG < F para ambos os pesticidas em ambas as
matrizes, concluindo-se que as diferencas de variancias ndo sdo significativas e, portanto, que a gama
de trabalho est4 bem ajustada.
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Tabela 7 - Resultados obtidos para o teste da homogeneidade de variancias.

Teste da Homogeneidade de Variancias
Concentracio EUEETIET 2
Pesticida Matriz Padrao esperada (pph) Média 10 S PG F
ensaios (ppb)
R 1 5 5,32 0,82
. Améndoa 6 100 102 337 | 10
Clorfenvinfos
Amendoim I J = G0 4,14
6 100 101 3,52 ’ 535
Améndoa I > 2,05 0,60 3,88 ’
Malatido 6 100 104 2,34
Amendoim . J HE B0 4,74
6 100 101 3,21 ’
3.2.2. Linearidade

A linearidade foi avaliada através de uma curva de calibragdo do sinal do equipamento,
correspondente a area do pico, em func¢ao da concentragdo. O estudo foi efetuado em extrato de matriz
e recorrendo a seis pontos, compreendidos no intervalo de gama de trabalho estipulado (5, 10, 25, 50,
75 ¢ 100 ppb). A figura 12 apresenta as curvas de calibragdo do clorfenvinfos extraido da améndoa e do
amendoim, enquanto que a figura 13 apresenta as curvas de calibragdo do malatido extraido da améndoa
e do amendoim.

Clorfenvinphos, Améndoa Clorfenvinphos, Amendoim
140000 160000
y = 1240,7x +2907,3 13693 4 2688.5
120000 R?=0,9987 140000 R 09083
100000 120000
. .
8 S 100000 -
£ 80000 k=
g ]
g . £ 80000 .
F 60000 3
@ & 60000
40000 -
b 40000 e
20000 20000
[ o *
0 0
0 20 40 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100 120

Concentragdo (ppb) Concentragao (ppb)

Figura 12 - Representacdo grafica da reta de calibragdo obtida para o clorfenvinfos na améndoa (A) e no amendoim

B).
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Figura 13 - Representagdo grafica da reta de calibragdo obtida para o malatido na améndoa (A) e no amendoim

(B).

A qualidade da regressio linear foi avaliada de acordo com o coeficiente de correlagio (R?),
apresentado na tabela 8 para cada pesticida e matriz em estudo. O R? deve estar compreendido entre -1
e +1 e ser superior a 0,995 (Guia RELACRE 13 2000). Através da analise da tabela 8 verifica-se que as
retas apresentam bons coeficientes de correlagdo e, portanto, os critérios sdo cumpridos.

Tabela 8 - Resultados da equacdo da reta e do coeficiente de correlagdo obtidos para as retas de calibragao.

Pesticida Matriz Equacdo da reta R?
Clorfenvinfos Améndoa y = 1240,7x + 2907,3 0,99870
Amendoim y = 1369,3x + 2688,5 0,99830
Malatido Améndoa y = 14737x + 19785 0,99880
Amendoim y=16331x + 17330 0,99860

Para aceitar a linearidade também se aplicou o teste de Mandel, comparando-se as variancias
associadas a um ajuste linear e a um ajuste polinomial da curva de calibracdo. A tabela 9 apresenta os
valores calculados para o teste de Mandel e os calculos efetuados encontram-se explicitos na
seccdol.10.2. No Apéndice B ¢ possivel consultar os dados referentes a este teste com maior detalhe.
De acordo com a Guia RELACRE 13, como o valor de PG obtido para cada pesticida e cada matriz em
estudo ¢ inferior ao valor tabelado da distribuicdo de F de Snedecor / Fisher, entdo conclui-se que a
fungdo de calibragdo ¢ linear e ndo ¢ necessario ajustar a gama de trabalho (Guia RELACRE 13 2000).

Tabela 9 - Resultados obtidos para a realizagdo do teste de Mandel.

Teste de Mandel

Pesticida Matriz Ajuste llnez;r Ajuste polmorzmal DS? PG F
Sy/x S y/x Sy2 S y2
Closfonvinos |Améndoa | L87x10° [ 3.48x10° [ 2.15x10° | 4.61x10° | 96510 | 0.02
orienvinios N
Amendoim | 2,39x10° | 5,73x10° | 1,03x10* | 107x10° | -2.97x10° | 279 | | -
Malatia Améndoa | 2.21x10° | 4.87x10° | 2,19x10% | 4.81x10° | 504x10° | 1,05 |
Alaha0 1 a endoim | 2,56x10% | 6.56x10° | 1,29%10° | 1,66x101° | -4.72x1010 | -2.84
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A analise de residuos também foi aplicada como critério de aceitagdo da linearidade. De acordo
o SANTE/11312/2021, o desvio entre a concentragdo obtida e a concentracdo esperada ndo pode ser
superior a 20% (SANTE/11312/2021 2021). Nas tabelas 10, 11, 12 e 13 encontram-se as percentagens
da diferenga entre as concentragdes experimentais e as concentragoes calculadas a partir da equagao da
reta de calibragdo, para cada padrdo. Como se pode verificar todos os valores do desvio percentual entre
a concentracao esperada e a concentragao obtida sdo inferiores a 20%, o que permite aceitar a linearidade

de acordo com o critério do SANTE/11312/2021.

Tabela 10 - Resultados obtidos para a analise de residuos da reta de calibragio para o clorfenvinfos na améndoa.

Pesticida Clorfenvinfos
Matriz Améndoa
Ponto da reta Concentracao Concentracao obtida Desvio das
esperada (ppb) (ppb) concentracoes (%)
1 5 5,94 18,8
2 10 9,58 4,21
3 25 23,2 7,35
4 50 52,0 4,09
5 75 74,4 0,86
6 100 99,9 0,09

Tabela 11 - Resultados obtidos para a analise de residuos da reta de calibrag@o para o clorfenvinfos no amendoim.

Pesticida Clorfenvinfos
Matriz Amendoim
Ponto da reta Concentracao Concentracao obtida Desvio das
esperada (ppb) (ppb) concentracoes (%)
1 5 4,97 0,69
2 10 10,2 1,66
3 25 23,0 8,10
4 50 52,5 5,00
5 75 75,6 0,81
6 100 98,8 1,21

Tabela 12 - Resultados obtidos para a analise de residuos da reta de calibragio para o malatido na améndoa.

Pesticida Malatido
Matriz Améndoa
Ponto da reta Concentracio Concentracao obtida Desvio das
esperada (ppb) (ppb) concentracoes (%)

1 5 5,75 14,9

2 10 9,77 2,27

3 25 24,7 1,25

4 50 50,6 1,27

5 75 72,6 3,14

6 100 101 1,51
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Tabela 13 - Resultados obtidos para a andlise de residuos da reta de calibragio para o malatido no amendoim.

Pesticida Malatido
Matriz Amendoim
Ponto da reta Concentracio Concentracao obtida Desvio das
esperada (ppb) (ppb) concentracoes (%)
1 5 4,68 6,32
2 10 10,8 8,29
3 25 23,0 8,11
4 50 52,1 4,17
5 75 75,1 0,17
6 100 99,3 0,70

3.2.3. Especificidade e Seletividade

Tendo em conta que a especificidade e a seletividade sdo pardmetros que traduzem a capacidade
de um método identificar e distinguir o analito alvo, em cromatografia podem ser avaliadas pela
capacidade do equipamento reconhecer o pico do analito entre os varios interferentes da matriz.

Neste caso, existem trés fatores na analise cromatografica que podem ser avaliados para retirar
conclusdes acerca da seletividade e da especificidade: a sobreposi¢ao dos picos dos ides quantificador
e qualificador; o tempo de retengdo (TI) e a razdo idnica (RI).

A figura 14 apresenta os cromatogramas obtidos para o clorfenvinfos referentes ao padrao de
calibragdo 6 (de concentragdo 100 ppb) para as matrizes améndoa e amendoim, enquanto que a figura
15 representa os cromatogramas relativos ao pesticida malatido, também referentes ao padrao 6, para a
améndoa e para o amendoim. Analisando a figura 14, verifica-se que os picos do ido quantificador e do
3o qualificador para o clorfenvinfos (transi¢oes 267>123 e 267>203, respetivamente), sobrepoem-se e,
portanto, ¢ confirmada a especificidade do método em detetar este pesticida. No caso do malatido
verifica-se pela figura 15 que os picos do ido quantificador e dos ides qualificadores (transigdes
173>127, 173>127 e 173>99, respetivamente) sobrepdem-se, confirmando também a especificidade do
método para a detecdo do malatido.
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Figura 14 - Representagdo grafica dos cromatogramas obtidos por GC-MS/MS para o padrdo 6 na analise do
clorfenvinfos extraido da améndoa (A e B) ¢ do amendoim (C e D). A e C representam os picos dos ides
quantificadores e B e D representam os picos referentes aos ides qualificadores.
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Figura 15 - Representagdo grafica dos cromatogramas obtidos por GC-MS/MS para o padrdo 6 na analise do
clorfenvinfos extraido da améndoa (A, B e C) e do amendoim (D, E e F). A e D representam os picos dos ides
quantificadores e B, C, E e F representam os picos referentes aos ides qualificadores.

O tempo de retengdo e a razdo idnica foram avaliados para amostras fortificadas de cada matriz
e para cada pesticida, face ao tempo de retencdo médio dos padrdes de calibragdo e a razdo ionica média
dos padroes de calibracdo. A tabela 14 apresenta os tempos de retencao e as razoes idnicas médios dos
padrdes de calibragdo, assim como os tempos de retengao e as razdes ionicas de uma amostra fortificada,
referentes a um ensaio exemplificativo. De acordo com o SANTE/11312/2021, o tempo de retencao do
analito ndo se deve desviar mais do que 0,1 do valor de referéncia e, o desvio da razao idénica ndo deve
exceder os 30% (SANTE/11312/2021 2021). Analisando os dados da tabela 14 conclui-se que ambos
os critérios sdo cumpridos e, portanto, verifica-se a capacidade de o método detetar e distinguir os
analitos, comprovando-se ser um método especifico e seletivo.

Tabela 14 - Resultados obtidos dos tempos de retengdo e razdes idnicas para os padrdes e para a amostra fortificada.

.. . TR dos L RI1 dos RI1 da RI2 dos RI2 da
Pesticida Matriz dré amostra adrd amostra adrd amostra
padroes fortificada padroes fortificada padroes fortificada
Clorfenvinf Améndoa 13,557 13,558 157,5% 145,7%
OTIeVINIOS 1= endoim | 13,555 13,548 162,9% 166,4%
Malatia Améndoa 12,650 12,650 45,12% 45,30% 55,10% 54,70%
° Amendoim | 12,645 12,643 46,03% 45,70% 54,92% 54,50%

3.2.4. Limiares Analiticos

De acordo com a Guia RELACRE 13, o limite de detecdo (LD) e o limite de quantificacao (LQ),
na teoria, sdo calculados através do desvio padrio da curva de calibrag@o e do declive da mesma, como
explicado na secgdo 1.1.3. (Guia RELACRE 13 2000). Na tabela 15 encontram-se os valores obtidos
nestas condigdes para cada pesticida e para cada matriz em estudo. E importante ter em conta que os
valores finais do LD e do LQ foram multiplicados pelo fator do método e convertidos de ppb (unidades
retiradas do equipamento) para mg/kg, uma vez que na SGS Portugal o valor final ¢ comunicado ao
cliente em mg/kg. O fator do método corresponde a razdo entre o volume de solvente utilizado na
extracdo ¢ a massa de amostra, sendo, neste caso, igual a 0,74.
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Tabela 15 - Valores de LD e de LQ obtidos na validagdo do método.

LD LQ
(mg/kg) | (mg/kg)
Améndoa | y=1240,7x+2907,3 | 1,24x10° | 1,87x10° | 0,00368 | 0,0111
Amendoim | y = 1369,3x +2688,5 | 1,37x10° | 2,39x10° | 0,00427 | 0,0129
Améndoa | y=14737x+ 19785 | 1,47x10*| 2,21x10* | 0,00366 | 0,0111
Amendoim | y=16331x+ 17330 | 1,63x10* | 2,55x10* | 0,00382 | 0,0116

Pesticida Matriz Equacio da reta Declive Syix

Clorfenvinfos

Malatido

No entanto, o valor do LQ obtido pelo desvio padro e pelo declive da reta de calibragdo, ndo
reflete a realidade experimental, pelo que, deve ser feita uma confirmagdo experimental deste valor
através de ensaios de recuperagdo. O SANTE/11312/2021 postula que, um valor aceitavel de LQ ¢
conseguido quando os valores de recuperagdo se encontram no intervalo de 70-120% com um
coeficiente de variacdo (CV) < 20% (SANTE/11312/2021 2021). Deste modo, o LQ representa o nivel
de concentragdo mais baixo da validagdo que atende a estes critérios de aceitabilidade de desempenho
do método.

Na tabela 16 apresentam-se os valores de recuperagdo média correspondente a varios ensaios,
para uma concentragdo esperada no equipamento de 13,5 ppb (correspondente a um resultado final de
0,01 mg/kg), bem como o CV associado. No Apéndice B ¢ possivel consultar, com maior detalhe os
valores de recuperacdo obtidos para cada ensaio.

Tabela 16 - Valores médios de concentragdo obtidos para amostras fortificadas e respetivas recuperagdes.

Concentracio Concentracio REcnneracac] MGV
Pesticida Matriz média das amostras | média das amostras média (%) (%)
fortificadas (ppb) | fortificadas (mg/kg)
Clorfenvinfos Améndoa 11,80 0,008732 87,43 11,86
Amendoim 12,28 0,009087 90,98 12,10
Malatido Améndoa 11,73 0,008680 86,89 9,230
Amendoim 11,49 0,008503 85,08 11,87

Atendendo as boas taxas de recuperagdo obtidas ao longo dos ensaios e ao valor de CV obtido
para a média das recuperagdes, verifica-se que sdo cumpridos ambos os critérios definidos pelo
SANTE/11312/2021. Desta forma, pode-se considerar que o método desenvolvido apresenta um LQ
experimental de 0,01 mg/kg. Dado este valor ser inferior ao LMR estabelecido para ambos os pesticidas
¢ ambas as matrizes em estudo (0,02 mg/kg), conclui-se que o método desenvolvido € capaz de detetar
e quantificar o analito alvo, com clareza, a concentra¢des inferiores ao LMR.

3.2.5. Precisao

Neste trabalho, a precisdo foi avaliada através de duas medidas: repetibilidade e precisdo
intermédia, recorrendo a ensaios de recuperacao.

Repetibilidade

Este parametro foi avaliado sob condi¢des especificas de repetibilidade. Neste caso, a analise
foi realizada no mesmo laboratoério, pelo mesmo analista, sem variar o procedimento e utilizando os
mesmos equipamentos e reagentes, num unico dia e na mesma corrida do GC-MS/MS. Desta forma,
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efetuaram-se dez medi¢des de uma amostra fortificada com 13,5 ppb para a améndoa e para o
amendoim. Nas tabelas 17, 18, 19 e 20 apresentam-se os resultados obtidos neste estudo para cada
pesticida e matriz.

Tabela 17 - Resultados obtidos para a repetibilidade na valida¢ao do clorfenvinfos na améndoa.

Pesticida Clorfenvinfos
Matriz Améndoa
3 Concentra¢io | Concentragio o o

Ensaio (ppb) média (pphb) S: r r (%) CV (%)
1 11,26
2 12,72
3 13,16
4 11,60
5 10,37
5 10,03 11,38 1,23 3,46 30,37 10,85
7 12,55
8 10,54
9 11,98
10 9,520

Tabela 18 - Resultados obtidos para a repetibilidade na valida¢ao do clorfenvinfos no amendoim.
Pesticida Clorfenvinfos
Matriz Amendoim
c Concentra¢io | Concentracio o o

Ensaio o) S e (i) S: r r (%) CV (%)
1 11,20
2 11,77
3 12,27
4 10,68
5 11,74
6 12.34 11,64 0,55 1,55 13,29 4,74
7 12,04
8 11,98
9 11,06
10 11,34
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Tabela 19 - Resultados obtidos para a repetibilidade na validagdo do malatido na améndoa.

Pesticida Malatido
Matriz Améndoa
c Concentra¢io | Concentracio o o
Ensaio o) S e (i) S: r r (%) CV (%)
1 10,91
2 10,98
3 11,41
4 11,62
5 11,65
5 9,08 10,62 0,84 2,35 22,10 7,89
7 10,46
8 9,94
9 10,18
10 10,01
Tabela 20 - Resultados obtidos para a repetibilidade na validagdo do malatido no amendoim.
Pesticida Malatido
Matriz Amendoim
c Concentracio | Concentracio o o
Ensaio o) i85 (i) S: r r (%) CV (%)
1 9,97
2 11,05
3 11,26
4 10,60
5 10,53
5 10.23 10,60 0,37 1,04 9,79 3,50
7 10,49
8 10,70
9 10,73
10 10,45

De acordo com os critérios do SANTE/11312/2021, para aceitar a repetibilidade, o coeficiente
de variacao de repetibilidade ndo deve ser superior a 20% (SANTE/11312/2021 2021). Como verificado
nas tabelas anteriores, conseguiram-se valores de CV de 10,85%, 4,74%, 7,89% e 3,50%, portanto,
obtiveram-se resultados precisos no método desenvolvido.

Precisido Intermédia

Ao contrario da repetibilidade, para avaliar a precisdo intermédia ¢ necessario variar uma ou
mais condi¢cdes da analise. Neste trabalho, manteve-se constante o laboratorio, o analista, o
procedimento e os equipamentos e reagentes, fazendo-se variar apenas o dia da analise. A precisao
intermédia para o clorfenvinfos e o malatido, foi avaliada num periodo de cinco meses, efetuando-se
vérios ensaios de fortificagdo de 13,5 ppb para a améndoa e para o amendoim. Nas tabelas 21, 22, 23 e
24 encontram-se os valores de concentracdo obtidos para esta analise, bem como o desvio padrdo
associado, o limite de precisdo intermédia e o coeficiente de variagdo da precisdo intermédia.
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Tabela 21 - Resultados obtidos para a precisdo intermédia na valida¢ao do clorfenvinfos na améndoa.

Pesticida Clorfenvinfos
Matriz Améndoa
Concentracao | Concentracio o @
Data o) média (pph) Si ri ri (%) CV (%)

02/11/2022 13,38

08/11/2022 9,80

06/12/2022 11,33

05/01/2023 12,38 11,56 1,31 3,65 31,59 11,28
11/01/2023 10,73

14/02/2023 12,75

01/03/2023 10,58

Tabela 22 - Resultados obtidos para a precisdo intermédia na valida¢do do clorfenvinfos no amendoim.

Pesticida Clorfenvinfos
Matriz Amendoim
Concentra¢io | Concentracio . . (o o
Data (ppb) média (pph) Si ri ri (%) CV (%)

14/11/2022 12,08

06/12/2022 13,99

05/01/2023 10,08

11/01/2023 12,19 12,58 1,33 3,71 29,50 10,54
19/01/2023 12,72

14/02/2023 13,17

01/03/2023 13,81

Tabela 23 - Resultados obtidos para a precisdo intermédia na valida¢do do malatido na améndoa.
Pesticida Malatido
Matriz Améndoa
Concentragao | Concentracio . . e o
Data (ppb) média (pph) Si ri ri (%) CV (%)

02/11/2022 11,92

08/11/2022 11,65

06/12/2022 12,51

05/01/2023 12.47 11,53 1,05 2,93 25,39 9,07
11/01/2023 10,84

01/03/2023 9,81
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Tabela 24 - Resultados obtidos para a precisdo intermédia na valida¢do do malatido no amendoim.

Pesticida Malatido
Matriz Amendoim
Concentracao | Concentracio o @
Data o) média (pph) Si ri ri (%) CV (%)
14/11/2022 11,87
06/12/2022 12,78
05/01/2023 10,87
11/01/2023 9,55 11,96 1,35 3,77 31,52 11,26
19/01/2023 12,78
14/02/2023 12,40
01/03/2023 13,49

Para fins de validagdo e de acordo com o SANTE/11312/2021, a precisdo intermédia ¢ aceite
quando o coeficiente de precisdo intermédia ¢ inferior a 20% (SANTE/11312/2021 2021). Como se
verifica nas tabelas anteriores, conseguiram-se valores de CV de 11,28%, 10,54%, 9,07% e 11,26%,
concluindo-se que o método permite obter resultados precisos, em condi¢des de precisdo intermédia, ou
seja, num elevado periodo de tempo.

3.2.6. Exatidao

A exatiddo do método foi avaliada através de amostras fortificadas, efetuando-se varios ensaios
de recuperag@o. Conforme o SANTE/11312/2021, para avaliar a recuperagdo ¢ necessario um minimo
de cinco réplicas ao nivel do LQ, e pelo menos um outro nivel superior ao LQ (SANTE/11312/2021
2021). Como critério de aceitacdo, os valores de recuperagdo devem estar compreendidos entre 70-
120%, com um coeficiente de variagdo associado inferior a 20%.

A fim de determinar a exatiddao neste trabalho, fortificaram-se amostras ao nivel do LQ (13,5
ppb), a um nivel duas vezes superior ao LQ (27,0 ppb) € a um nivel cinco vezes superior ao LQ (67,5
ppb). Os resultados de recuperagdo obtidos para o clorfenvinfos apresentam-se nas tabelas 25 e 26 para
a améndoa e para o amendoim, respetivamente, enquanto que os resultados para o malatido encontram-
se nas tabelas 27 e 28 para a améndoa e para o amendoim, respetivamente.
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Tabela 25 - Resultados obtidos para avaliar a exatiddo na valida¢do do clorfenvinfos na améndoa.

Pesticida Clorfenvinfos
Matriz Améndoa
Data Concentracdo | Concentracio | Recuperacio | Recuperacio | Desvio | CV
tedrica (ppb) | obtida (ppb) (%) média (%) padrao | (%)
02/11/22 13,5 13,38 99,14
13,5 9,80 72,59
08/11/22 675 56,29 83,39
’ 51,49 76,28
11,33 83,90
06/12/22 13,5 12.13 89.85
12,38 91,71
13,5 14,28 105,7
05/01/23 11.81 87.47
27,0 29,58 109,6 87,05 11,03 12,7
10,73 79,47
13,5 : :
’ 11,19 82,87
11/01/23 o 23.00 85.51
’ 24,61 91,14
19/01/23 27,0 19,30 71,49
12,75 94,44
14/02/23 13,5 1331 98.55
10,58 78,38
01/03/23 13,5 9.79 72.49
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Tabela 26 - Resultados obtidos para avaliar a exatidao na valida¢do do clorfenvinfos no amendoim.

Pesticida Clorfenvinfos
Matriz Amendoim

Data Concentracdo | Concentracio | Recuperacio | Recuperacio | Desvio | CV
tedrica (ppb) | obtida (ppb) (%) média (%) padrao | (%)

13,5 12,08 89,49

14/11/22 67.5 57,27 84,84

63,53 94,11

13,99 103,7

13,5 11,81 87,50

06/12/22 14,88 110,2

27,0 28,37 105,1

10,08 74,65

13,5 10,56 78,22

05/01/23 12.92 95.60

27,0 29,54 109,4

12,19 90,30
13.5 11.48 85.01 90,36 11,80 13,1

11/01/23 10,18 75,42

20,47 75,80

27,0 19,59 72,54

12,72 94,19

13,5 10,54 78,04

19/01723 14,46 107,1

27,0 21,66 80,22

13,17 97,53

14/02/23 13,5 12,63 93,54

11,33 83,90

01/03/23 13,5 13,81 102,3
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Tabela 27 - Resultados obtidos para avaliar a exatiddo na validagdo do malatido na améndoa.

Pesticida Malatido
Matriz Améndoa
Data Concentraciao | Concentracdo | Recuperacio | Recuperacio | Desvio | CV
tedrica (ppb) | obtida (ppb) (%) média (%) padrao | (%)
02/11/22 13,5 11,92 88,30
13,5 11,65 86,32
08/11/22 67.5 52,66 78,01
51,00 75,56
12,51 92,64
06/12/22 13,5 12.57 93.09
12,47 92,37
13,5 13,47 99,75
05/01/23 11,33 83,96 83,95 10,04 12,0
19,16 70,97
27,0 28,35 105,0
10,84 80,26
13,5 : :
’ 10,74 79,58
11/01/23 o 20.32 7525
’ 22,09 81,80
19/01/23 27,0 19,35 71,68
01/03/23 13,5 9,80 72,62
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Tabela 28 - Resultados obtidos para avaliar a exatiddao na validagdo do malatido no amendoim.

Pesticida Malatido
Matriz Amendoim

Data Concentracido | Concentracio | Recuperacio | Recuperacio | Desvio | CV
tedrica (ppb) | obtida (ppb) (%) média (%) padrao | (%)

13,5 11,87 87,93

14/11/22 67.5 57,21 84,75

63,84 94,58

12,78 94,69

13,5 12,73 94,27

06/12/22 13.03 96.52

27,0 28,25 104,6

10,87 80,50

13,5 9,99 74,01

05/01/23 9,67 71,60
270 19,19 71,07 87,23 12,07 13,8

’ 31,14 115,3

11/01/23 13,5 9,55 70,77

12,78 94,67

13,5 11,40 84,44

19/01/23 11.40 84.44

27,0 22,97 85,09

12,40 91,84

14/02/23 13,5 9,63 71,33

10,71 79,35

01/03/23 13,5 13,49 99,94

Através da andlise das tabelas 25, 26, 27 e 28 verifica-se que foram obtidos valores de
recuperagdo média de 87,05% para a analise do clorfenvinfos na améndoa e 90,36% no amendoim. Ja
para o malatido conseguiram-se recuperacdes médias de 83,95% e 87,23% para a améndoa e para o
amendoim, respetivamente. E de notar também que todos os ensaios apresentados para os dois pesticidas
e as duas matrizes em estudo apresentam valores de recuperagdo no intervalo de 70-120%, tendo-se
conseguido uma média de 20 ensaios por estudo, o que revela que o método desenvolvido permitiu obter
recuperagdes aceitaveis dentro dos critérios definidos, demonstrando-se ser um método exato.

3.2.7. Controlo de Duplicados

A analise de duplicados foi realizada em condig¢des de repetibilidade, efetuando-se duas réplicas
da amostra recuperada no mesmo dia e, em condigdes de precisdo intermédia, uma vez que se repetiram
os ensaios de duplicados em quatro dias num periodo superior a 2 meses. As tabelas 29 e 30 apresentam
os valores obtidos no controlo de duplicados para o clorfenvinfos na améndoa ¢ no amendoim,
respetivamente, enquanto que as tabelas 31 e 32 apresentam a analise de duplicados para o malatido nas
matrizes améndoa e amendoim, respetivamente.
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Tabela 29 - Resultados obtidos para a analise de duplicados na validag@o do clorfenvinfos na améndoa.

Pesticida Clorfenvinfos
Matriz Améndoa
Concentracio | Concentracio Média das . Amplitude
da amostra da amostra - Amplitude A
Data . : concentracoes relativa r (%)
fortificada duplicada o) absoluta %)
(1]
(Ppb) (Ppb)
05/01/23 12,38 11,81 12,10 0,57 4,73
11/01/23 10,73 11,19 10,96 0,46 4,19 30.37
14/02/23 12,75 13,30 13,03 0,56 4,26 ’
01/03/23 10,58 9,79 10,18 0,80 7,81
Tabela 30 - Resultados obtidos para a andlise de duplicados na valida¢do do clorfenvinfos no amendoim.
Pesticida Clorfenvinfos
Matriz Amendoim
Concentracio | Concentracio Média das . Amplitude
da amostra da amostra ~ Amplitude A
Data . . concentracoes relativa r (%)
fortificada duplicada (ppb) absoluta %)
(1]
(ppb) (ppb) pp
06/12/22 13,99 14,88 14,44 0,88 6,12
05/01/23 10,08 10,56 10,32 0,48 4,67 13.29
11/01/23 12,19 11,48 11,83 0,72 6,04 ’
14/02/23 13,17 12,63 12,90 0,54 4,18
Tabela 31 - Resultados obtidos para a analise de duplicados na validagdo do malatido na améndoa.
Pesticida Malatiao
Matriz Améndoa
Concentracio | Concentracio Média das . Amplitude
da amostra da amostra ~ Amplitude A
Data . . concentracoes relativa r (%)
fortificada duplicada (ppb) absoluta (%)
(1]
(Ppb) (Ppb)
06/12/22 12,51 12,57 12,54 0,06 0,49
05/01/23 12,47 13,47 12,97 1,00 7,68 2210
05/01/23 12,47 11,33 11,90 1,14 9,54 ’
11/01/23 10,84 10,74 10,79 0,09 0,85
Tabela 32 - Resultados obtidos para a analise de duplicados na validagdo do malatido no amendoim.
Pesticida Malatidao
Matriz Amendoim
Concentracio | Concentracio Média das . Amplitude
da amostra da amostra N Amplitude A
Data . : concentracoes relativa r (%)
fortificada duplicada o) absoluta %)
(1]
(Ppb) (Ppb)
06/12/22 12,78 12,73 12,76 0,06 0,44
06/12/22 12,78 13,03 12,91 0,25 1,91 9.79
05/01/23 10,87 9,99 10,43 0,88 8,39 ’
05/01/23 10,87 9,99 10,43 0,88 8,39
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A analise de duplicados no mesmo dia esta relacionada com a repetibilidade, uma vez que a
extracdo e a andlise decorrem em condic¢des de repetibilidade. Portanto, estabeleceu-se um critério de
aceitacdo de 20% para a amplitude relativa no controlo de duplicados, dado ser este o critério definido
no SANTE/11312/2021 para a repetibilidade do método (SANTE/11312/2021 2021).

Ao analisar as tabelas anteriores verifica-se que em cada ensaio de duplicados efetuado obteve-
se sempre uma amplitude relativa < 20%. Por outro lado, ao comparar os valores da amplitude relativa
obtidos com os valores da repetibilidade relativa apresentados na seccdo 3.2.5. conclui-se que, a
amplitude relativa ¢ sempre inferior a repetibilidade relativa. Deste modo, pode-se concluir que o
método permite alcangar resultados concordantes e precisos em condi¢des de repetibilidade.

3.2.8. Incerteza

Para a validagdo deste método a incerteza foi calculada em termos de precisdo, de forma a
avaliar os erros aleatdrios, e em termos de exatidao (ou veracidade), para avaliar os erros sistematicos.
Também foi calculada a incerteza combinada, tendo em consideragdo a incerteza da precisdo e da
veracidade. Por ultimo, calculou-se a incerteza expandida através da incerteza combinada. Os calculos
utilizados para a determinacdo das incertezas apresentam-se na sec¢do 1.10.6. A tabela 33 apresenta os
valores obtidos de cada componente da incerteza, para cada pesticida e matriz.

Tabela 33 - Valores obtidos para a estimativa da incerteza do método.

Pesticida Matriz Uprecisio (%) Uveracidade (%) Ucombinada (%) U (%)
Clorfenvinfos Aménd(?a 11,28 2,88 11,64 23,29
Amendoim 10,54 2,67 10,87 21,74

Malatido Aménd(?a 9,07 2,54 9,42 18,83
Amendoim 11,26 2,61 11,55 23,11

De acordo com os critérios do SANTE/11312/202, a incerteza expandida (U) do método deve
ser inferior a 50% (SANTE/11312/2021 2021). Para a valida¢ao deste método, no caso do clorfenvinfos
obteve-se uma incerteza de 23,29% para a améndoa e 21,74% para o amendoim, e, no caso do malatido,
conseguiram-se incertezas de 18,83% e de 23,11% para a améndoa e para o amendoim, respetivamente.
Portanto, conclui-se que a incerteza do método varia entre 18,83% e 23,29%, cumprindo o critério de
aceitagdo definido.
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3.3. APLICACAO A ANALISE DE ROTINA

Para verificar a aplicabilidade do método validado na analise de rotina, analisaram-se amostras
reais enviadas por clientes da SGS Portugal para analise de pesticidas. A analise foi efetuada em oito
amostras de améndoas, mas ¢ importante referir que poderia ser para qualquer outra matriz pertencente
ao grupo 4a do SANTE/11312/202 (elevado teor de gordura e baixo teor de 4gua), uma vez que o método
de extragdo do Clorfenvinfos e do Malatido foi validado para este grupo.

Na tabela 34 encontram-se as equacdes da reta de calibracdo e os coeficientes de correlacdo
obtidos para este ensaio de rotina. E importante ter em conta que a reta de calibracio deve ser efetuada
diariamente sempre que se realizam analises de rotina. As solucdes padrdo da reta foram preparadas em
matriz limpa de améndoa e no proprio dia da analise das amostras. E possivel verificar que ambas as
retas respeitam o critério de aceitagdo da linearidade de R2> 0,995, tendo-se obtido um R? de 0,9981
para o clorfenvinfos e de 0,9995 para o malatido.

Tabela 34 - Equagdes das retas de calibragdo e coeficientes de correlagdo obtidos para a analise de amostras de
rotina.

Data Pesticida Matriz Equacdo da reta R?
18/05/2023 Clorfenvinfos Améndoa y =2242,8x +2163,1 0,9981
Malatido Améndoa y=26727x - 17509 0,9995

Em analises de rotina deve-se analisar uma amostra fortificada por matriz. Neste caso, como
apenas se analisaram améndoas, fortificou-se uma das amostras ao nivel do LQ. Tendo em conta o
SANTE/11312/2021, em andlises individuais de rotina aceitam-se recuperagdes no intervalo de 60-
140% (SANTE/11312/2021 2021). Nas tabelas 35 e 36 apresentam-se os resultados obtidos da
concentragdo de clorfenvinfos e de malatido para cada amostra de améndoa analisada, assim como a
percentagem de recuperacdo. Verifica-se que a recuperagdo foi de 75,78% e de 71,90% para o
clorfenvinfos e para o malatido, respetivamente, concluindo que o método desenvolvido tem uma boa
aplicabilidade, permitindo obter boas recuperagdes de acordo com o critério estipulado.

Por outro lado, verifica-se que em todas as amostras, a concentragdo de analito obtida foi < LQ,
confirmando-se que ndo houve nenhuma amostra com uma concentragdo de clorfenvinfos ou de
malatido superior ao LMR estabelecido pela Comissdao Europeia, para ambos os pesticidas na améndoa
(0,02 mg/kg). Estes resultados revelam que os limites legais estipulados estdo a ser cumpridos, pelo
menos por estes clientes da SGS Portugal. Também ¢ de valorizar a atual preocupacédo por parte destes
clientes e de outros, em controlar a presenca de pesticidas nos produtos alimentares disponiveis no
mercado.
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Tabela 35 - Resultados de concentragdo de clorfenvinfos obtidos na analise de amostras de rotina.

Data 18/05/2023
Pesticida Clorfenvinfos
Amostra Concentr(alflzt/)krg)l amostra Recuperacao (%)
Améndoa <LQ
Améndoa <LQ
Ameéndoa <LQ
Améndoa <LQ
Améndoa <LQ 75,78
Améndoa <LQ
Améndoa <LQ
Améndoa <LQ

Tabela 36 - Resultados de concentragdo de malatido obtidos na analise de amostras de rotina.

Data 18/05/2023
Pesticida Malatido
Amostra Concentr(alflzt/)krg)l amostra Recuperacio (%)
Améndoa <LQ
Améndoa <LQ
Améndoa <LQ
Améndoa <LQ
Améndoa <LQ 71,90
Améndoa <LQ
Améndoa <LQ
Améndoa <LQ

Por fim, pode-se concluir que o método implementado pode ser aplicado a analises de rotina,
permitindo quantificar eficientemente a presenca do clorfenvinfos e do malatido em amostras
alimentares enviadas por clientes da SGS Portugal.
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3.4. PERSPETIVAS FUTURAS

Esta secc@o apresenta algumas sugestdes de melhoria para a futura implementagdo do método
desenvolvido no laboratorio da SGS Portugal, assim como a sugest@o de outros pardmetros da validagao
que podem ser avaliados e testados futuramente. Como referido anteriormente, no laboratério da SGS
Portugal estdo implementados dois métodos multiresiduo para o grupo 1 e 5 do SANTE/11312/2021.
Esses métodos permitem a detecdo de mais de 500 pesticidas diferentes, divididos entre a analise por
GC-MS/MS e por LC-MS/MS. Neste trabalho foram validados dois pesticidas: o clorfenvinfos e o
malatido, analisados por GC-MS/MS, embora a parte experimental tenha sido desenvolvida e aplicada
para a analise dos 208 pesticidas utilizados na SGS Portugal em analises de rotina por GC-MS/MS.

Desta forma, com o desenvolvimento deste trabalho, existem dados experimentais da extracdo
e analise no GC-MS/MS de 208 pesticidas diferentes. Portanto, como perspetivas futuras, um bom ponto
de partida seria realizar a validagdo de todos os pesticidas analisados neste trabalho para as mesmas
matrizes: améndoa e amendoim, dado ja existirem dados experimentais suficientes para facilitar este
processo.

Por outro lado, também seria importante aplicar este método de extracdo a analise por LC-
MS/MS e efetuar a validag@o para todos os pesticidas analisados no laboratorio da SGS Portugal nesse
equipamento. Apesar de ser um trabalho dispendioso e demorado, seria bastante util que a empresa em
questao fosse validada para a analise de mais de 500 pesticidas por GC-MS/MS e LC-MS/MS do grupo
4a do SANTE/11312/2021, uma vez que a validacdo permite comprovar que o método é confiavel e
preciso para a finalidade pretendida. Desta forma, o laboratério poderia aumentar o seu prestigio,
abrangendo um maior nimero de métodos validados, com vista a atrair novos clientes.

Outro aspeto que deveria ser aplicado ap6s o desenvolvimento deste trabalho, seria a realizagdo
de ensaios interlaboratoriais. Neste trabalho, a precis@o foi avaliada em termos de repetibilidade e de
precisdo intermédia. Em condi¢des de precisdo intermédia apenas se fez variar o dia da analise, portanto,
seria importante a realizacdo de ensaios interlaboratoriais, com vista a avaliar a reprodutibilidade do
método em condigoes diferentes: laboratorio, analista e dia de analise.

Em suma, como perspetivas futuras, destaca-se a necessidade de validar o método para uma
gama maior de pesticidas, tanto a nivel de GC-MS/MS, como de LC-MS/MS, e a realizacao de ensaios
interlaboratoriais, de forma a confirmar a reprodutibilidade do método, em condigdes distintas da
precisdo intermédia.
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CAPITULO IV - CONCLUSAO

Neste trabalho foi desenvolvido e validado um método multiresiduo de analise de pesticidas por
GC-MS/MS para alimentos de elevado teor de gordura e baixo teor de agua, no laboratorio da SGS
Portugal. Os objetivos principais, como a otimizag@o do processo de extragdo e a validagdo do método
tendo em conta as diretrizes do SANTE/11312/2021, foram cumpridos.

A extracdo QuEChERS d-SPE provou ser uma técnica simples e eficaz, com elevada
seletividade na extragdo dos clorfenvinfos e do malatido. A adi¢do de agua, numa fase inicial do
processo de extragdo, na propor¢do de 1:1 (m/v) de amostra:agua permitiu hidratar a amostra de forma
eficaz, sem afetar negativamente os resultados de recuperagdo. Por outro lado, o acetonitrilo sem a
adi¢do de acido acético foi eficaz como solvente de extragdo. Conclui-se que o uso de um meio
tamponando ndo ¢ necessario nesta fase, uma vez que a inje¢do no equipamento ¢ feita no proprio dia
da anélise, nao havendo a necessidade de se obterem extratos mais estaveis a pH mais baixos. Dada a
complexidade das matrizes améndoa e amendoim, na etapa d-SPE o PSA e o C,g foram imprescindiveis
para a remogdo de interferentes da matriz, principalmente gorduras.

Quanto a analise no GC-MS/MS, o equipamento demonstrou elevada seletividade e
sensibilidade para os analitos alvo e permitiu a separacdo e detecdo de um nimero consideravel de
pesticidas numa unica analise.

Através dos resultados obtidos, verifica-se que, para a validagao do método, a gama de trabalho
de 5 a 100 ppb foi bem ajustada, apresentado uma boa linearidade com coeficientes de correlagdo
superiores a 0,995. O teste de Mandel e a analise de residuais também permitiu confirmar a linearidade
com bons resultados. O método demonstrou ser especifico e seletivo na detecdo do clorfenvinfos e do
malatido, permitindo detetar analito a concentragdes aproximadas de 0,004 mg/kg e quantificar a 0,01
mg/kg para ambos os pesticidas e ambas as matrizes.

A precisao do método foi avaliada em termos de repetibilidade e de precisdo intermédia,
concluindo-se que se obtiveram valores precisos, dado o coeficiente de variagdo de ambos os pardmetros
ser inferior a 20%. A analise de duplicados também confirmou a precisdo do método em condicdes de
repetibilidade e de precisdo intermédia, uma vez que se conseguiram valores de recuperagdo com
amplitude relativa inferior a 20%.

A exatidao foi avaliada através de ensaios de recuperagdo, ao nivel do LQ e a dois niveis
superiores ao LQ, obtendo-se valores de recuperagdo aceitaveis no intervalo de 70 a 120%, com um
coeficiente de variacdo associado inferior a 20%.

A incerteza do método foi avaliada em termos de precisao e de veracidade, obtendo-se uma
incerteza expandida de cerca de 20% tanto para o clorfenvinfos, como para o malatido nas duas matrizes,
respeitando o critério de aceitagdo do SANTE/11312/2021 (< 50%).

Em suma, o método desenvolvido foi validado com sucesso para todos os critérios
estabelecidos, demonstrando que os ensaios realizados conduzem a resultados crediveis e apropriados
as analises pretendidas.

A aplicagdo do método desenvolvido a analise de rotina permitiu alcancar bons resultados de
linearidade (R > 0,995) e bons resultados de recuperagao (60-140%), concluindo-se que o método pode
ser aplicado em rotina com sucesso, permitindo quantificar eficientemente a presenca do clorfenvinfos
¢ do malatido em alimentos de elevado teor de gordura e baixo teor de agua.
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APENDICE A

SOLUCOES PADRAO DE MISTURA DE PESTICIDAS

Tabela A 1 - Solugdes de mistura de pesticidas Restek utilizadas neste trabalho.

Solugao Pesticidas

GC1 Compostos Azinfos etilo; Azinfos metilo; Clorpirifos; Clorpirifos metilo;

(cat.32563: GC organofosfatos Diazindo; EPN; Fenitrotido; Isazofos; Fosalona; Fosmete;

Padrao de pesticidas Pirimifos etilo; Pirimifos metilo; Piraclofos; Pirazofos;

multiresiduos #1) Piridafentido; Quinalfos

GC2 Compostos Aldrina; alfa-BHC; beta-BHC; delta-BHC; gama-BHC

(cat.32564: GC organoclorados (Lindano);  Clorobenside;  cis-Clordano;  transclordano;

Padrao de pesticidas Clorfenson (Ovex); Cloronebe; 2,4'-DDD; 4,4'-DDD; 2,4'-DDE;

multiresiduos #2) 4,4-DDE; 2,4-DDT; 4,4-DDT; 4,4'-Diclorobenzofenona;
Dieldrina; Endossulfano I; Endossulfano II; éter endossulfano;
Sulfato de endossulfano; Endrina; aldeido de endrina; Endrina
cetona; Etilano (Pertano); Fenson; Heptacloro; Epoxido de
heptacloro (Isbmero B); Hexaclorobenzeno; Isodrina; 2,4'-
Metoxicloro; 4,4'-Metoxiclorolefina; Mirex; cis-Nonacloro;
trans-Nonacloro; Pentacloroanisol; Pentaclorobenzeno;
Pentaclorotioanisol; Tetradifao

GC3 Compostos Benfluralina; bifenilo; Clorotalonil; Diclofluanida; Diclorano;

(cat.32565: GC organonitrogénicos | 3,4-Dicloroanilina; 2,6-Diclorobenzonitrila (Diclobenil);

Padrao de pesticidas Difenilamina; Etalfluralina; Flucloralina; Isopropalina; Nitralina;

multiresiduos #3) Nitrofeno; Oxifluorfeno; Pendimetalina; Pentacloroanilina;
Pentaclorobenzonitrila; Pentacloronitrobenzeno (Quintozeno);
Prodiamina; Profluralina; 2,3,5,6-Tetracloroanilina;
Tetracloronitrobenzeno (Tecnazene); THPI
(Tetrahidroftalimida); Tolilfluanida; Trifluralina

GC4 Compostos Acetocloro; Alacloro; Alidocloro; Clomazone (Comando);

(cat.32566: GC organonitrogénicos | Cicloato; Discar (cis e trans); Dimetacloro; Difenamida;

Padrao de pesticidas Fenpropatrina; Fluquinconazol; Flutolanil; Linurdo;

multiresiduos #4) Metazacloro; Metoxicloro; Metolacloro; N-(2,4-
Dimetilfenil)formamida; Norflurazona; Oxadiazénio; Pebular;
Pretilacloro; Procloraz; Propacloro; Propanil; Propisocloro;
Propizamida; Piridabeno; Tebufenpirade; Trialato

GCS5 Compostos Atrazina; Bupirimato; Captafol; Captan; Clorfenapir; Ciprodinil;

(cat.32567: GC organonitrogénicos | Etofenprox; FEtridiazol; Fenarimol; Fipronil; Fludioxonil;

Padrao de pesticidas Fluridona (Sonar); Flusilazol; Flutriafol; Folpete; Hexazinona

multiresiduos #5) (Velpar); Iprodiona; Lenacila; MGK-264; Miclobutanil;
Paclobutrazol, Penconazol; Procimidona; Propargita;
Pirimetanil; Piriproxifeno; Tebuconazol; Terbacil; Terbutilazina;
Triadimefao; Triadimenol; Triciclazol (Feixe); Triflumizol;
Vinclozolina

GCé6 Compostos Acrinatrina; Antraquinona; Bifentrina; Bioaletrina; Ciflutrina;

(cat.32568: GC piretroides lambda-cialotrina; Cipermetrina; Deltametrina; Fenvalerato;

Padrao de pesticidas | sintéticos Flucitrinato; tau-Fluvalinato; cis-Permetrina; trans-Permetrina;

multiresiduos #6) Fenotrina (cis e trans); Resmetrina; Teflutrina; Tetrametrina;
Transflutrina

GC7 Herbicidas ésteres | Acequinocilo; Bromopropilato; Carfentrazona etila;

(cat.32569: GC metilicos Clorbenzilato; Clorprofame; Clozolinato; éster metilico de

Padrao de pesticidas DCPA (clortal-dimetilo); Fluazifop-p-butil; Metalaxil; 2-

multiresiduos #7) Fenilfenol

GC8 Compostos Bromfenvinfos-metilo; Bromfenvinfos; Bromofos etilico;

organofosfatos Bromofos metilo; Carbofenotion; Clorfenvinfos; Clortiofos;

Comafos; Edifenfos; Etido; Fenamifos; Fenclorfos (Ronnel);
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(cat.32570: GC
Padrao de pesticidas
multiresiduos #8)

Fentido; Iodofenfos; Leptofos; Malatido; Metacrifos; Profenofos;
Protiofos; Sulfotep; Sulprofos; Terbufos; Tetraclorvinfos;
Tolclofos-metil

GC9

(cat.32571: GC
Padrao de pesticidas
multiresiduos #9)

Compostos
organofosfatos

Dissulfotdo; Fonofos; Paratido metilico; Mevinfos; Paratido (Etil
paratido); Forato; Butdxido de piperonila; Triazofos
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APENDICE B

TESTE DA HOMOGENEIDADE DE VARIANCIAS

Tabela A 2 - Resultados obtidos no teste da homogeneidade de varidncias para a validagdo do clorfenvinfos na
améndoa.

Teste da Homogeneidade de Variancias
Clorfenvinfos
Améndoa

Pesticida
Matriz

Concentracao
esperada

(ppb)

Concentracao
obtida (ppb)

Média das
concentragoes

(ppb)

SZ

PG

5,573
5,654
5,167
5,888
5,213
4,839
4,815
5,688
5,556
4,768
100,448
104,631
104,721
100,756
102,208
101,536
101,254
101,758
103,767
100,166

5,316 0,410 | 0,821

O [0 [QA|N [N [ |W|N|[—

—
(e}

4,1 | 54

102,125 1,683 | 3,366

O [0 [QA|N [N [ |W|N|[—

—
(e}
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Tabela A 3 - Resultados obtidos no teste da homogeneidade de variancias para a validagdo do clorfenvinfos no
amendoim.

Teste da Homogeneidade de Variancias
Pesticida Clorfenvinfos
Matriz Amendoim
Concentragao CoissiiEEs Média das
Calibrador esperada Ensaio LR (apb) concentragdes S S? PG | F
(ppb) (ppb)

1 5,056

2 5,299

3 4,340

4 5,410

5 4,100

1 5 6 5.051 4,833 0,426 | 0,851

7 5,073

8 4,863

9 4,614

10 4,523

1 98,661 41054
2 103,724

3 100,208

4 103,541

5 99,722

6 10 6 101,926 101,164 1,762 | 3,524

7 102,061

8 99,069

9 100,801

10 101,923
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Tabela A 4 - Resultados obtidos no teste da homogeneidade de varidncias para a validagdo do malatido na
améndoa.

Teste da Homogeneidade de Variancias
Pesticida Malatido
Matriz Améndoa
Concentragao CoissiiEEs Média das
Calibrador esperada Ensaio LR (apb) concentragdes S S? PG | F
(ppb) (ppb)
5,354
5,296
5,395
5,319
5,176
4,992
4,945
4,763
4,795
4,502
102,101
105,856
103,239
102,955
105,504
103,877
103,932
103,774
104,975
104,651

5,054 0,302 | 0,604

O [0 [|QA|N|Nn [ |W([N|—

—
(e}

39 | 54

104,086 1,172 ] 2,343

O [0 |QA|N [N | |W([(N|—

—
(e}
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Tabela A 5 - Resultados obtidos no teste da homogeneidade de variancias para a validagdo do malatido no
amendoim.

Teste da Homogeneidade de Variancias
Pesticida Malatido
Matriz Amendoim
Concentragao CoissiiEEs Média das
Calibrador esperada Ensaio LR (apb) concentragdes S S? PG | F
(ppb) (ppb)
4,774
4,690
4,471
5,392
5,190
5,002
5,295
5,325
5,339
5,435
99,177
103,463
100,668
99,976
101,501
103,412
102,764
102,030
100,906
99,191

5,091 0,338 | 0,677

O [0 [|QA|N|Nn [ |W([N|—

—
(e}

4,7 | 5,4

101,309 1,603 | 3,205

O [0 |QA|N [N | |W([(N|—

—
(e}
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TESTE DE MANDEL

Tabela A 6 - Resultados obtidos no teste de Mandel para a validagdo do clorfenvinfos na améndoa.

Teste de Mandel
Pesticida Clorfenvinfos
Matriz Améndoa
Concentragao Sinal do Sinal do Sinal do
Calibrador esperada . ajuste ajuste DS? PG F
equipamento : : .
(ppb) linear | polinomial
1 5 10277 9111 8985
2 10 14792 15314 15251
3 25 31646 33925 34006 4
4 50 67480 64942 65120 9,65%10 0,02 10,12
5 75 95161 95960 96052
6 100 126866 126977 126804
a 1240,7 -0,1448
b 2907,3 12554
c 2711,8
S 1865,2 2146,3
Tabela A 7 - Resultados obtidos no teste de Mandel para a validag@o do clorfenvinfos no amendoim.
Teste de Mandel
Pesticida Clorfenvinfos
Matriz Amendoim
Concentragao Sinal do Sinal do Sinal do
Calibrador esperada . ajuste ajuste DS? PG F
equipamento : : .
(ppb) linear | polinomial
1 5 9488 9535 8576
2 10 16609 16382 15251
3 25 34150 36921 34006 8
4 50 74578 71154 65120 -2,97x10 2,79 10,12
5 75 106218 105386 96052
6 100 137960 139619 126804
a 1369,3 -1,1076
b 2688,5 1482,1
c 11929
S 2392,8 10327
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Tabela A 8 - Resultados obtidos no teste de Mandel para a valida¢do do malatido na améndoa.

Teste de Mandel
Pesticida Malatido
Matriz Améndoa
Concentracao Sinal do Sinal do | Sinal do
Calibrador esperada . ajuste ajuste DS? PG F
equipamento : : .
(ppb) linear | polinomial
1 5 104484 93470 102528
2 10 163809 167155 171673
3 25 383623 388210 382243 g
4 50 766003 756635 743652 3,04x10 1,05 10,12
5 75 1090314 1125060 | 1118133
6 100 1515812 1493485 | 1505687
a 14737 10,458
b 19785 13672
c 33907
S 22062 21936
Tabela A 9 - Resultados obtidos no teste de Mandel para a validagdo do malatido no amendoim.
Teste de Mandel
Pesticida Malatido
Matriz Amendoim
Concentracao Sinal do Sinal do | Sinal do
Calibrador esperada . ajuste ajuste DS? PG F
equipamento : : .
(ppb) linear | polinomial
1 5 93829 98985 92086
2 10 194187 180640 171673
3 25 392492 425605 382243 10
4 50 867973 833880 743652 “4,72x10 2,84 10,12
5 75 1244243 1242155 | 1118133
6 100 1639070 1650430 | 1505687
a 16331 -7,9684
b 17330 17143
c 6570,2
S 25506 128796
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LIMITE DE QUANTIFICACAO — ENSAIOS DE RECUPERACAO

Tabela A 10 - Resultados obtidos nos ensaios de recuperagdo para a determinacdo do LQ na validagdo do
clorfenvinfos na améndoa.

Pesticida Clorfenvinfos
Matriz Améndoa
Ensaio Data SO Gl Recuperagao (%)
(ppb)

1 02/11/2022 13,38 99,14

2 08/11/2022 9,80 72,59

3 06/12/2022 11,33 83,90

4 06/12/2022 12,13 89,85

5 05/01/2023 12,38 91,71

6 05/01/2023 14,28 105,74

7 05/01/2023 11,81 87,47

8 11/01/2023 10,73 79,47

9 11/01/2023 11,19 82,87
10 14/02/2023 12,75 94,44
11 14/02/2023 13,30 98,55
12 01/03/2023 10,58 78,38
13 01/03/2023 9,79 72,49
Média 11,80 87,43

S 1,40 10,37

CV (%) 11,86 11,86

71



Tabela A 11 - Resultados obtidos nos ensaios de recuperagdo para a determinacdo do LQ na validagdo do

clorfenvinfos no amendoim.

Pesticida Clorfenvinfos
Matriz Amendoim
Ensaio Data Conceng)e;gs)o SLIE Recuperagao (%)

1 14/11/2022 12,08 89,49

2 06/12/2022 13,99 103,65

3 06/12/2022 11,81 87,50

4 06/12/2022 14,88 110,20

5 05/01/2023 10,08 74,65

6 05/01/2023 10,56 78,22

7 05/01/2023 12,92 95,69

8 11/01/2023 12,19 90,30

9 11/01/2023 11,48 85,01
10 11/01/2023 10,18 75,42
11 19/01/2023 12,72 94,19
12 19/01/2023 10,54 78,04
13 19/01/2023 14,46 107,09
14 14/02/2023 13,17 97,53
15 14/02/2023 12,63 93,54
16 14/02/2023 11,33 83,90
17 01/03/2023 13,81 102,31
Média 12,28 90,98

S 1,49 11,01

CV (%) 12,10 12,10

Tabela A 12 - Resultados obtidos nos ensaios de recuperago para a determinac¢ao do LQ na valida¢ao do malatido

na améndoa.
Pesticida Malatiao
Matriz Améndoa
Ensaio Data Conceng)e;gs)o Y Recuperagao (%)

1 02/11/2022 11,92 88,30

2 08/11/2022 11,65 86,32

3 06/12/2022 12,51 92,64

4 06/12/2022 12,57 93,09

5 05/01/2023 12,47 92,37

6 05/01/2023 13,47 99,75

7 05/01/2023 11,33 83,96

8 11/01/2023 10,84 80,26

9 11/01/2023 10,74 79,58

10 01/03/2023 9,80 72,62

Média 11,73 86,89

S 1,08 8,02

CV (%) 9,23 9,23
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Tabela A 13 - Resultados obtidos nos ensaios de recuperagdo para a determinac¢ao do LQ na valida¢do do malatido
no amendoim.

Pesticida Malatido
Matriz Amendoim
Ensaio Data Concen‘z;e;gs)o obtida Recuperagao (%)

1 14/11/2022 11,87 87,93

2 06/12/2022 12,78 94,69

3 06/12/2022 12,73 94,27

4 06/12/2022 13,03 96,52

5 05/01/2023 10,87 80,50

6 05/01/2023 9,99 74,01

7 05/01/2023 9,67 71,60

8 11/01/2023 9,55 70,77

9 19/01/2023 12,78 94,67
10 19/01/2023 11,43 84,68
11 19/01/2023 11,36 84,11
12 14/02/2023 12,40 91,84
13 14/02/2023 9,63 71,33
14 14/02/2023 10,71 79,35
15 01/03/2023 13,49 99,94
Média 11,49 85,08

S 1,36 10,10

CV (%) 11,87 11,87
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