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Resumo

A modernizacdo da agricultura, influenciada pelo crescimento populacional e pela industrializacao,
introduziu praticas como a utilizagdo de agroquimicos, incluindo pesticidas sintéticos. Embora eficazes
no controlo de pragas e no aumento da producdo agricola, estes compostos apresentam riscos para o
ecossistema devido a elevada persisténcia e toxicidade. Neste sentido, uma monitorizagdo continua ¢
crucial para mitigar riscos ambientais e proteger a saide humana.

Este projeto teve como objetivo desenvolver e aplicar uma técnica de microextragdo inovadora, a
microextragdo em fibra oca (HFuE), para a monitorizagdo de cinco pesticidas organofosforados
(etoprofos, diazido, metil-paratido, malatido e clorpirifos) seguida de analise por cromatografia em fase
gasosa acoplada a espetrometria de massa (GC-MS).

Durante a otimizagdo, estabeleceram-se as condi¢des de microextragdo: dual-HFpE(n-Cs:Tol; 1:1, v/v),

2h (1600 rpm), 10% MeOH e 10% NaCl; e retroextragdo por ultrassons durante 2 min. Na validacdo, a
metodologia apresentou LODs e LOQs compreendidos entre 0,03-0,10 pg/L e 0,07-0,50 pg/L,
respetivamente e gamas lineares dindmicas (0,07-5,00 pg/L), que evidenciaram boa linearidade (° >
0,9947). Neste sentido, 0 método cumpriu o Decreto-Lei n.°236/98 referente a monitorizagdo de aguas
superficiais, embora apenas o diazido e o clorpirifos atendam ao limite para pesticidas individuais (0,1
ng/L) da Diretiva (UE) 2020/2184 para a dgua potavel. Os ensaios de precisdo resultaram em niveis de
repetibilidade (RSD <18,8%) e de precisdao intermédia (RSD <18,3%) muito aceitaveis.
Posteriormente, aplicou-se a metodologia a matrizes aquosas ambientais, nomeadamente aguas
provenientes de ETAR, de estuario e da torneira, recorrendo ao método da adicdo padrio, tendo-se
obtido boa linearidade (+*> 0,9935) para niveis de fortificacdo compreendidos entre 1,0-20,0 pg/L.

Os resultados encontrados demonstram que a metodologia proposta ¢ alternativa as tecnologias de
microextragdo passiva mais comuns, uma vez evidenciar grande simplicidade e elevada seletividade,
para além de demonstrar bom desempenho na analise vestigial de pesticidas organofosforados em
matrizes de agua superficial.

Palavras-chave: Pesticidas organofosforados, Microextragdo em fibra oca (HFuE), Cromatografia em
fase gasosa acoplada a espetrometria de massa (GC-MS), Matrizes aquosas ambientais
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Abstract

The modernization of agriculture, driven by population growth and industrialization, has led to the use
of agrochemicals, such as synthetic pesticides. While effective in pest control and increasing production,
these compounds pose risks to the ecosystem due to their persistence and toxicity. Therefore, continuous
monitoring is crucial to mitigate environmental risks and protect human health.

This project aimed to develop and apply an innovative microextraction technique, hollow fiber
microextraction (HFPE), to monitor five organophosphorus pesticides (ethoprophos, diazinon, methyl-
parathion, malathion, and chlorpyrifos), followed by analysis using gas chromatography mass
spectrometry (GC-MS).

During the optimization stage, the microextraction conditions were established as follows: dual-HFpE
(n-Cs:Tol; 1:1, v/v), 2 hours (1600 rpm), 10% MeOH, and 10% NaCl; with back-extraction by ultrasound
for 2 minutes. In the validation stage, the methodology presented LOD and LOQ values ranging from
0.03-0.10 pg/L and 0.07-0.50 ug/L, respectively, and dynamic linear ranges (0.07-5.00 ug/L),
demonstrating good linearity (7> 0.9947). Thus, the method fully complied with Decreto-Lei n.° 236/98
regarding surface water monitoring, but only diazinon and chlorpyrifos met the individual pesticide limit
(0.1 pg/L) established by Diretiva (UE) 2020/2184 for drinking water. Precision tests resulted in highly
acceptable repeatability levels (RSD < 18.8%) and intermediate precision levels (RSD < 18.3%).
Afterward, the methodology was applied to environmental aqueous matrices, namely wastewater,
estuarine water, and tap water, using the standard addition method. Good linearity (#* > 0.9935) was
achieved for fortification levels ranging from 1.0-20.0 pg/L.

The results demonstrate that the proposed methodology is a viable alternative to the most common
passive microextraction technologies, as it exhibits great simplicity and high selectivity, in addition to
showing good performance in trace analysis of organophosphorus pesticides in surface water matrices.

Keywords: Organophosphorus pesticides, Hollow fiber microextraction (HFpE), Gas chromatography
coupled with mass spectrometry (GC-MS), Environmental aqueous matrices
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1. Introducao

1.1. Surgimento e popularizagao dos pesticidas

No passado, muitas comunidades enfrentavam uma vida dura e dificil no meio rural, onde o seu dia-a-
dia era preenchido pela pratica agricola tradicional e criacdo de gado. O solo era pobre e as técnicas
agricolas rudimentares, resultando frequentemente numa produg¢do limitada, ou até mesmo insuficiente
para a subsisténcia da propria familia [1].

No entanto, com o continuo crescimento da populacao e a revolugdo industrial, houve a necessidade de
aumentar a producdo para dar resposta a elevada procura. Este aumento de producao implicava que o
setor agricola se adaptasse e que desenvolvesse novas formas de enfrentar dificuldades relacionadas
com as pragas e o clima. Surge, assim, a agricultura moderna, caracterizada pela mecanizacao e pela
producdo em larga escala, focada na comercializagdo e no lucro. Para além da implementagdo de
maquinaria houve também a motivagdo da utilizagdo de agroquimicos, como fertilizantes e pesticidas,
com o intuito de aumentar a produgdo e ajudar a combater, repelir e controlar pragas [1-3]. Estes
agroquimicos permitiram melhorar o desempenho agricola, evitando perdas ndo s6 a nivel da produgio
como também nas etapas de processamento e armazenamento dos alimentos. Para além da sua utilizagdo
no setor agricola, os pesticidas podem também ser usados em ambientes domésticos, no controlo de
mosquitos, assim como a nivel veterinario no controlo de acaros e moscas do gado [2-4].

Apesar da abrupta popularizagdo da utilizacdo de pesticidas sintéticos durante a industrializacdo, a
tematica relativa ao controlo de pragas provém dos tempos antigos [3]. A primeira utilizacdo de
pesticidas remete para a Roma antiga, onde era comum a queima de enxofre para matar as pragas [4].
Produtos quimicos compostos por metais como o arsénio, chumbo e mercurio, também foram usados
até ao século XX, ficando conhecidos como os pesticidas de primeira geracao, usados antes de 1940 [3,
5]. Contudo, devido a sua elevada toxicidade cairam em desuso e passaram a ser utilizados os pesticidas
de segunda geracdo, nomeadamente os agroquimicos organicos sintéticos [3]. Estes foram
implementados no século XX, época onde se deu um grande avango cientifico na industria quimica, com
a criagdo de armas quimicas para a 2° Guerra Mundial. Com o fim dos conflitos, esta area decidiu aplicar
o0 seu conhecimento no setor agricola, permitindo a produgao de pesticidas de alta eficiéncia com baixos
custos, como ¢é o exemplo do DDT (diclorodifeniltricloroetano), um pesticida organoclorado largamente
usado [3, 5].

Contudo, o recorrente aumento populacional levou a utilizagdo indiscriminada destes compostos
quimicos, por parte dos agricultores, sem antecipar as futuras consequéncias para o meio ambiente ¢
para a saude humana [3]. A descoberta dos efeitos secundarios associados a utilizacdo destes
agroquimicos provocou um sentimento de inseguranca a populacdo, impondo a implementagdo de
normas que regulassem a gestdo e utilizagdo destes compostos [3].

A nivel mundial (Figura 1.1), observa-se uma crescente utilizacdo de pesticidas nas ultimas trés décadas,
passando de um valor inferior a 2 milhdes de toneladas para aproximadamente 3,5 milhdes de toneladas
em 2022, o que corresponde a um aumento de aproximadamente 75 %. Os inseticidas sdo o 2° tipo de
pesticidas mais utilizado, sofrendo um aumento de aproximadamente 40 %. E possivel observar um
aumento constante de todas as categorias, refletindo o crescente uso de pesticidas na agricultura,
eventualmente associados ao aumento da procura no setor alimentar [6].
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Figura 1.1- Utilizagdo das diferentes categorias de pesticidas a nivel mundial; adaptado de [6].

Em Portugal (Figura 1.2), observou-se um aumento da utilizagdo de pesticidas entre 1990-2004,
possivelmente associada a modernizagdo do setor agricola nacional, na qual foi implementado o uso
intensivo de produtos quimicos com o intuito de maximizar a produgdo agricola. Esta modernizacao
podera, por sua vez, estar vinculada & implementagdo da Politica Agricola Comum (PAC), tipicamente
aplicada a todos os paises da Unido Europeia (UE), conforme foi o caso de Portugal ap6s a sua entrada
em 1986 [7-9].
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Figura 1.2- Utilizagdo de pesticidas em Portugal entre 1990-2022; adaptado de [10].



A partir de 2004 ¢é notoria uma queda, com ligeiras oscilagdes, que podem estar relacionadas com a
introdugdo de regulamentacdes, alteracdes sazonais ¢ condigdes climatéricas especificas. E, a partir de
2011 observamos uma queda mais acentuada, com uma oscilacdo em 2014. Estas descida podera estar
relacionada com a implementagdo de leis mais rigorosas da UE, como € o caso do Regulamento (CE)
1107/2009 que restringiu a comercializagdo de diversos pesticidas permitindo a utilizagdo apenas dos
mais seguros e a Diretiva (CE) 2009/128 do Parlamento Europeu e do Conselho que impulsionou a
adogdo de praticas mais sustentavel no uso de pesticidas [11, 12]. Por fim, em 2020, coincidente com a
altura em que a Comissao Europeia criou a estratégia “Farm to Fork”, um pacto ecologico europeu, que
visa reduzir 50 % do uso de pesticidas até 2030, observa-se uma tendéncia de diminui¢cdo no uso de
pesticidas em Portugal [13]. Convém, porém, destacar que os valores atingidos em 2022 continuam
superiores aos verificados em 1992.

Posto isto, apesar da implementagao destas politicas, direcionadas para a reducdo da utilizagdo de
pesticidas, a sua utilizagdo a nivel mundial continua a aumentar, sobretudo nos paises com elevada
atividade agricola [2].

1.2. A segunda geragdo de pesticidas: O surgimento dos OPs

Como mencionado anteriormente, apds a segunda Guerra Mundial, popularizou-se a utilizagdo de
pesticidas sintéticos. A primeira classe de pesticidas a surgir foram os organoclorados (OCs, do inglés
organochlorine pesticides), onde se integra o DDT. Por terem sido implementados numa época de
escassez de alimento e, devido a sua elevada eficicia, os OCs proporcionaram a sociedade a
oportunidade de combater a fome acabando por gerar uma falsa sensagdo de seguranga [3]. Esta
categoria de pesticidas apresenta elevada estabilidade e persisténcia no meio ambiente, facilitando a
bioacumulagdo e tornando o processo de degradagdo deste grupo desafiante [14, 15]. A sua elevada
toxicidade, trouxe consequéncias ndo s6 para os insetos como também para os seres humanos. Para além
disso, foi ainda descoberto que estes compostos se bioacumulavam facilmente no tecido adiposo,
afetando o sistema nervoso e alterando as caracteristicas eletrofisiologicas das membranas [2, 5]. Esta
ameaca para o equilibrio do ecossistema fez com que os OCs fossem proibidos em diversos paises [3,
15].

Apos esta proibigdo, os pesticidas organofosforados (OPs, do inglé€s organophosphorus pesticides)
surgem com grande influéncia, sendo alguns exemplos, o malatido, diazido e o clorpirifos [2, 15].
Embora os OPs sejam menos persistentes que os OCs, estes apresentam maior toxicidade, podendo, em
alguns casos, apresentar uma toxicidade aguda para os seres humanos [14]. A exposi¢do aos OPs pode
ocorrer de forma acidental ou ndo, resultando em sintomas como ataques de panico, célicas, tonturas,
deficiéncia visual, nauseas, dores de cabega. A exposic¢do prolongada, pode originar casos de toxicidade
cronica manifestando-se por sintomas como perturbagdes sanguineas e nervosas ¢ alteragdes genéticas
[14]. A intoxicacao por OPs ¢é atualmente considerada uma das causas mais comuns de intoxicagao por
pesticidas a nivel mundial [5].

1.3. Classificacdo e estabilidade ambiental dos pesticidas

Os pesticidas podem ter origem quimica sintética ou bioldgica e ser classificados de diferentes formas,
como pelo nivel de toxicidade, modo de acdo ou ainda pela composi¢do quimica. Tendo em conta o
modo de acdo, estes podem ser agrupados em inseticidas (para repelir ou eliminar insetos), herbicidas
(para eliminar ervas-daninhas), fungicidas (para prevenir o desenvolvimento de fungos), rodenticidas
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Figura 1.3- Classificagdo comum dos pesticidas tendo em conta a composi¢do quimica; adaptado de [14].

(para repelir ou eliminar roedores), entre outros. No caso da composi¢do quimica, como ilustra a Figura
1.3, podem ser classificados em carbamatos, OCs, OPs e piretroides [2, 3, 14].

Uma das grandes problemadticas associada a aplicagdo de pesticidas consiste na sua “agdo ndo
direcionada”, ou seja, quando aplicado apenas 1 % atinge o organismo alvo enquanto a restante por¢do
permanece no meio ambiente. Apds aplicacdo, os pesticidas podem persistir ativamente no solo, na agua
e no ar e levar a exposi¢ao indireta do Homem e de outros organismos através interacdes ambientais [5].
Um exemplo de organismos ndo alvo, sdo os artropodes que sdo fortemente afetados por este tipo de
compostos, principalmente pelos inseticidas. A morte destes predadores, que desempenham um papel
fundamental no controlo das pragas, pode levar a um aumento das pestes e consequente necessidade de
aplicagdo de inseticidas nas colheitas [4].

Quando adsorvidos no solo os pesticidas estdo suscetiveis a sofrer processos de escoamento superficial,
causados pelas chuvas e por processos de irrigacao, que podem levar a contaminagdo direta de aguas
superficiais como rios, lagos e oceanos [5, 14]. Dependendo da solubilidade dos pesticidas assim como
das caracteristicas do solo, alguns pesticidas podem sofrer processos de infiltragdo levando também a
contaminacdo da agua subterranea, a principal fonte de dgua potéavel [5, 14]. No caso dos OPs, de uma
forma geral, apresentam uma elevada adsor¢do aos solos assim como elevada solubilidade na agua [14].
A entrada destes compostos nos recursos aquaticos leva igualmente a contaminacao dos organismos la
existentes podendo dar origem a casos de bioacumulagdo na cadeia alimentar [14].

Neste sentido, verifica-se que a aplicacdo de pesticidas coloca em risco o equilibrio do ecossistema,
salientando-se o impacto que possa ter na qualidade da 4gua para consumo humano e outros fins.

1.4. Modo de atuagao dos OPs

A persisténcia dos pesticidas no ecossistema e a sua consequente entrada na cadeia alimentar é a
principal causa de contaminag@o do ser humano [5]. Grande parte dos casos de contaminagao ocorre em
setores onde os trabalhadores estdo diretamente expostos a este tipo de compostos, nomeadamente, a
industria e o setor agricola, onde o risco de exposi¢do ¢é significativamente elevado. Os casos de
contaminagdo podem ocorrer durante os processos de mistura, transporte, armazenamento e aplicagdo
destes compostos, bem como de forma acidental, devido a derrames quimicos, equipamentos de
aplicacdo e protecdo danificados, ou ainda pelo transporte pelo vento durante a pulverizagdo, entre



outros [5]. Os diversos casos de exposi¢do podem ocorrer por diferentes vias de absor¢do no organismo,
como as membranas mucosas, a pele, o trato gastrointestinal ou o sistema respiratorio [15].

Nos paises subdesenvolvidos, a falta de regulamentacdo agrava estes casos de intoxicagdo, contribuindo
para as elevadas taxas de morbilidade e mortalidade. Contudo, mesmo em paises desenvolvidos, o setor
agricola encontra-se vulneravel, em particular devido a néo utilizagdo dos equipamentos de protegdo
pessoal recomendados [15].

No organismo, os OPs interferem com o funcionamento do sistema nervoso através da inibicdo da
enzima acetilcolinesterase (AChE), que ¢ responsavel pela degradacdo da acetilcolina (ACh) ap6s a
transmissdo do impulso nervoso (Figura 1.4) [4, 14]. Quando a AChE ¢ inibida, ocorre a acumulacao de
ACh nas sinapses, resultando numa hiperestimula¢do dos nervos e musculos [4, 14, 15].

Esta acdo toxica pode gerar sintomas como tonturas, nauseas, dores de cabega, convulsdes e, em casos
graves, coma ou morte [2, 14]. Os sinais de intoxicagdo podem também ser desencadeados por
disfuncdes autonomas, como secre¢do excessiva de glandulas salivares e lacrimais, inibi¢do do reflexo
pupilar, tremores, movimentos involuntarios e paralisia respiratdria. Estes efeitos podem ocorrer tanto
em insetos como em mamiferos, incluindo os humanos [4, 15].

A ACh ¢ responsavel por transmitir o impulso nervoso no sistema cerebral, esquelético e muscular. Apos
a transmissdo do impulso nervoso, a ACh ¢ hidrolisada pela AChE, dando origem a colina e
acetilcoenzima A (acetil CoA). Esta etapa de hidrolise é essencial de modo a evitar a sobre estimulagido
do sistema nervoso [4, 14].
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Figura 1.4- Exposicdo a pesticidas organofosforados: Interagdo com a acetilcolina; adaptado de [16].

1.5. Classificagdo dos pesticidas pela OMS com base na toxicidade

Conforme mencionado anteriormente, os pesticidas podem ser classificados de diversas formas. A
Organizagdo Mundial de Satude (OMS) disponibilizou um documento que fornece um método de
classificagdo que se baseia na toxicidade aguda dos compostos, determinada através de estudos de
toxicidade oral e dérmica em ratos. Esta classificagdo € constituida por categorias que variam de
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extremamente perigosas, classe Ia, a pouco perigosas, classe I1I. E ainda apresentam a categoria U, que
se refere a produtos que ndo apresentam risco agudo significativo [17].

Este método tem por base a dose letal 50, DLso, estimada pelos testes em animais de laboratdrio e define
a quantidade de pesticida necessario, por via oral ou dérmica, que pode levar a morte de metade da
populagdo dos animais testados. Na Tabela 1.1, podemos observar a classificagdo recomendada pela
OMS tendo como base as categorias de risco de toxicidade aguda do Sistema de Harmonizagao Global
(GHS, do inglés Globally Harmonized System of Classification and Labelling of Chemicals) [17, 18].

Tabela 1.1- Classificagdo de pesticidas recomendada pela OMS; retirado de [17].

DLso em ratos

(mg/kg peso corporal)

Classificacao
Oral Dérmica
Ia Extremamente perigoso <5 <50
Ib Altamente perigosos 5-50 50 -200
11 Moderadamente perigoso 50 - 2000 200 -2000
I Ligeiramente perigoso > 2000
U Improvavel que apresente > 5000

perigo agudo

1.6. Pesticidas organofosforados

Os OPs sdo compostos amplamente utilizados no controlo de pragas agricolas devido a sua eficacia e
versatilidade. Na Figura 1.5, € possivel observar a estrutura quimica base desta classe de pesticidas. A
principal caracteristica desta estrutura ¢ a presenga de um atomo de fosforo (P) central, que estabelece
ligacdes com diferentes grupos funcionais substituintes, R1 e R2, que podem ser grupos aril (compostos
aromaticos) ou alquil (cadeias carbonadas (C) e a&tomos de hidrogénio (H)). Adicionalmente, um atomo
de oxigénio (O) ou enxofre (S) pode também estar diretamente ligado ao fosforo, originando compostos
fosfatos ou fosfotioatos, respetivamente. Por fim, na estrutura esta também presente um grupo de saida
(X), também conhecido como grupo rejeitado (por ser tipicamente libertado ap6s o processo de hidrolise
deste grupo de pesticidas), que pode ser um grupo halogenado, alifatico, aromatico ou heterociclico Essa
diversidade estrutural contribui para as distintas propriedades quimicas e biologicas destes compostos
[19].

Apesar da utilizacdao de muitos dos OPs ser atualmente proibida, a sua excessiva utilizagdo, no passado,
deixou marcas significativas no meio ambiente. Estudos demonstram que ¢é possivel detetar estes
compostos no meio ambiente, mesmo muito tempo apods o término da sua aplicacdo, evidenciando a sua
persisténcia. Embora este grupo de pesticidas tende a apresentar uma moderada persisténcia no solo, a
sua detecdo nos meios aquaticos proximos a areas de cultivo é muito comum, sugerindo que fatores
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como as condigOes climaticas e o tipo de solo possam influenciar a sua degradagdo e mobilidade. Essa
persisténcia ¢ mobilidade dos OPs reforcam a importincia de uma monitorizagdo continua ¢ do
desenvolvimento de novas estratégias que possibilitem monitorizar a sua presenca em diferentes
matrizes ambientais ¢ mitigar os potenciais riscos associados ao meio ambiente ¢ a satde publica [14,
20].
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Figura 1.5- Estrutura quimica dos OPs; adaptado de [19].

De entre os diversos OPs neste projeto destacam-se cinco, nomeadamente o etoprofos, diazido, metil-
paratido, malatido e clorpirifos. A aco, polaridade e situagao regulamentar desses compostos podem ser
consultadas na Tabela 1.2, que inclui também as datas em que a Comissdo Europeia determinou a
retirada dos pesticidas estudados da lista de substancias ativas autorizadas, devido aos riscos para a
satde humana.

Tabela 1.2- Informagao sobre a agdo, propriedades e regulamentacdo dos cinco OPs em estudo.

~ Log Kow Proibicao s
Composto Acio 21] Pela UE** Legislacao

Etoprofos Inseticida e nematocida 3,59 Proibido a 2019 [22]

Diazido Inseticida, nematocidae | 5 ¢ Proibido a 2007 [23]
acaricida

Metil-paratisio Inseticida 2,86 Proibido a 2003 [24]

Malatido Inseticida e acaricida 2,36 Utilizagao [25]

’ controlada a 2007

Clorpirifos Inseticida, nematocida e 4,70 Proibido a 2020 [26]

acaricida

1.6.1. Etoprofos

O analito O-ethyl S,S-dipropyl phosphorodithioate, conhecido como etoprofos (CsHi9O2PS>), apresenta
acdo inseticida e nematocida, amplamente utilizado no cultivo de batata e, como inseticida, no cultivo
do milho (Figura 1.6) [29, 30].

O etoprofos ¢ altamente toxico para a saude humana, apresentando como principais vias de exposi¢ao
oral, dérmica e respiratdria e, tal como os outros OPs, este analito inibe a enzima AChE [27, 28]. A



intoxica¢do por etoprofos afeta predominantemente o sistema nervoso central, sistema respiratorio € o
sistema cardiovascular. Os sintomas de intoxicagdo podem incluir nauseas, dificuldade respiratoria, e
convulsdes; em casos mais graves, pode causar paralisia muscular e faléncia respiratoria [29, 30]. A sua
excrecdo ocorre pela urina [28].

\/5

Figura 1.6- Estrutura quimica do etoprofos.

O etoprofos apresenta uma boa estabilidade tanto no solo como na agua, sendo a sua decomposicdo
influenciada por fatores como temperatura, pH e a matéria organica presente nesse meio. No solo, o
tempo de semi-vida varia entre 4 ¢ 12 semanas, sendo mais persistente nos solos ricos em matéria
organica e sob temperaturas mais baixas [27]. Na 4gua, apresenta um tempo de semi-vida de 2 a 4
semanas, muito influenciavel pelo pH e pela exposigdo a luz solar [29]. Em ambos os meios, a presenca
de matéria organica pode reduzir a sua estabilidade, trazendo consequéncias prejudiciais para os
organismos aquaticos e terrestres [27, 29]

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), o etoprofos ¢ classificado como um pesticida
de classe II, ou seja, moderadamente toxico para os seres humanos [17].

1.6.2. Diazido

O O-O-diethyl O-(2-isopropyl-6-methyl-4 pyrimidinyl)phosphorothioate, ou diaziao (Ci2H21N20sPS), ¢
um OPs de origem sintética, com agao inseticida, acaricida e nematocida (Figura 1.7) [31, 32]. Registado
pela primeira vez em 1956, nos Estado Unidos da América (EUA), o diazido é amplamente utilizado na
agricultura, no cultivo de frutos vermelhos, nozes e nectarinas. Além disso, é empregue no uso
doméstico para o controlo de insetos em casas, nos jardins ¢ em animais de estimagdo, bem como em
tratamento veterinario contra carrapatos e pragas do gado [31-33].

e

Figura 1.7- Estrutura quimica do diazido.

A exposicao ao diazido ocorre principalmente pela ingestdo de alimentos contaminados, sendo absorvido
pelo trato gastrointestinal, distribuido pelo organismo e metabolizado no figado. A exposigdo
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ocupacional, por sua vez, ocorre predominantemente por contacto dérmico [34]. No organismo, o
diazido ¢é transformado numa molécula chamada diazoxon, que interfere com o funcionamento do
sistema nervoso, ao inibir a enzima AChE, podendo levar a morte de insetos e mamiferos [31, 35, 36].

Os efeitos da contaminacao incluem danos ao figado, rins, coragdo, intestinos, pancreas e pulmoes. Os
sintomas, semelhantes aos restantes pesticidas do mesmo grupo, incluem dor de cabeca, sudorese,
salivacdo excessiva e sonoléncia. Em exposi¢cdes mais severas, pode ocorrer arritmias (frequéncia
cardiaca anormal), fraqueza muscular, espasmos musculares e congestdo pulmonar [31, 34]. O diazido
¢ rapidamente excretado do corpo, na forma de dois metabolitos principais pela urina [32].

A estabilidade e o tempo de semi-vida do diazido variam de acordo com as condigdes ambientais. Na
dgua, sob pH neutro, apresenta um tempo de semi-vida entre 2 e 4 semanas [36]. No solo, o tempo de
semi-vida varia entre as 2 e as 10 semanas, sendo mais persistente em solos ricos em matéria organica
e em temperaturas mais baixas. Desta forma, a sua decomposicdo depende de fatores como o pH, a
temperatura e o tipo de solo [32, 33].

Devido a sua toxicidade elevada e ampla utilizacao, o diazido est4 associado frequentemente a casos de
envenenamento. Por isso, a OMS classifica este pesticida como moderadamente perigoso, pertencente
a categoria I [17, 35].

1.6.3. Metil-Paratido

O composto O-O-dimethyl O-(4-nitrophenyl) phosphorothioate conhecido como metil-paratido
(CsHioNOsPS), é um inseticida aplicado por pulverizagdo, amplamente utilizado no cultivo de algodao,
cereais, vegetais, soja e fruta (Figura 1.8) [37, 38].

N
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Figura 1.8- Estrutura quimica do metil-paratido.

O metil-paratido ¢ extremamente toxico para os seres humanos e pode ser absorvido por inalacao,
exposicdo dérmica ou ingestdo. Acaba por afetar 6rgao vitais como o coragdo, sistema nervoso, figado,
rins e ainda os olhos, pele, sistema respiratorio e sistema cardiovascular [39]. Os sintomas incluem
nauseas, vomito, diarreia, saliva¢do extrema, bradicardia, convulsdes e, em casos muito graves, podem
ocorrer danos no figado e rins, disfun¢Ges neurolégicas permanentes ou até levar a morte [39, 40]. No
caso de gravidas, a exposi¢ao prolongada pode afetar o desenvolvimento fetal [41]. A excrecdo do meti-
paratido ocorre pela urina, dentro de 24 horas [38, 39].



A contamina¢do ambiental pelo metil-paratido esta associada a pulverizagio, que facilita a sua deposic¢do
na atmosfera e lixiviagao para o solo e corpos de agua. Estes processos apresentam riscos tanto para a
saude publica como para o meio ambiente [41]. Na 4gua, o metil-paratido apresenta um tempo de semi-
vida de 7 a 14 dias, sendo a sua estabilidade fortemente influenciada pelo pH e temperatura. Em
condi¢des de pH alcalino ou temperaturas elevadas, a sua estabilidade é reduzida [38-40]. No solo, o
metil-paratido apresenta uma maior estabilidade, que varia entre 10 e 60 dias, dependente de fatores
como o tipo de solo, humidade e temperatura [37]. Em solos mais secos e acidos, persiste por periodos
mais longos, aumentando o risco de contaminagdo ambiental [37, 39].

Desta forma, a OMS classifica o metil-paratido como um pesticida de classe I, o que significa que este
analito € considerado extremamente toxico para a satde publica [17].

1.6.4. Malatido

O composto S-(1,2-dicarbethoxyethyl) O,O-dimethyl dithiophosphate ou malatido (CioH19OsPS>), € um
pesticida com agao inseticida e acaricida (Figura 1.9). Registado pela primeira vez nos EUA, em 1956,
este analito ¢ amplamente utilizado na agricultura para o cultivo de frutas e legumes, na veterinaria para
o controlo de pestes de gado e em uso doméstico no controlo de piolhos humanos e pulgas nos animais
de estimacao [42, 43].

A exposicdo a este analito pode ocorrer por contacto dérmico, ingestdo ou inalagdo [42, 44]. A
intoxica¢do por malatido pode gerar sintomas neurologicos, como dores de cabega, convulsdes e
dificuldades de coordenagdo; sintomas gastrointestinais, como nduseas e vOmitos; sintomas
respiratorios, musculares e cutaneos. Em casos mais graves, pode ocorrer a depressdo do sistema
nervoso central, gerar convulsdes, coma ou até levar a morte, devido a alteragdo da fungdo muscular
pela inibi¢ao da colinesterase [42, 44, 45]. O malatido é excretado como metabolito pela urina [43].

O/ i
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Figura 1.9- Estrutura quimica do malatido.

Apos a sua aplicagdo, o malatido pode se depositar no solo, plantas, agua e outras superficies. No solo,
apresenta um tempo de semi-vida que varia de 1 a 17 dias, dependendo das condi¢des de temperatura e
humidade. Na agua, a sua degrada¢do ocorre mais rapidamente, com um tempo de semi-vida
aproximado de 2 dias em pH 8,2 e até 17 dias em pH 6,0 [46, 47]. A sua degradagdo ¢ fortemente
influenciada pela exposi¢@o a luz solar e pela temperatura da dgua, sendo mais curto em ambientes
aquaticos mais quentes e sob intensa luz solar [46].

O malatido ¢ classificado como pesticida de classe III pela OMS, ou seja, de baixo risco a moderado
para a satide humana [17].
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1.6.5. Clorpirifos

O composto O,O0-Diethyl-O-(3,5,6-trichloro-2-pyridinyl)phosphorothioate conhecido como clorpirifos
(CoH11CIzNO2PS), é um OPs com propriedades inseticidas e acaricidas (Figura 1.10). E amplamente
utilizado no controlo de pragas agricolas, como no cultivo de algodao, cana-de-actcar, legumes cereais,
entre outros, além de aplicagdes domésticas, como no controlo de térmitas, de bichos de prata e em
coleiras anti pulgas. Também é empregue no veterinario, no controlo de carragas do gado [48, 49]. O

clorpirifos esta disponivel em formulagdes granulares, mas ¢ frequentemente misturado com liquidos
oleosos antes de ser aplicado em plantagdes ou animais [49, 50].

No meio ambiente, a degradacdo do clorpirifos resulta na formagdo do composto 3,5,6-trichloro-2
pyridinol (TCP). Este subproduto apresenta menor parti¢ao no solo e na agua do que o clorpirifos, mas
pode permanecer em escoamentos por periodos de tempo mais longos [51, 52].

As principais fontes de exposicao ao clorpirifos sdo absor¢do cutinea, inalagdo e ingestao, afetando
predominantemente o sistema nervoso e o sistema respiratorio. Os sintomas incluem tonturas e paralisia,
podendo, em casos graves, levar a morte. Durante a gravidez, a intoxicagao por clorpirifos pode afetar
tanto a mde como o feto ou recém-nascido, causando complicacdes graves, como eclampsia,
caracterizada por convulsdes, confusdo mental e perda de consciéncia [49, 52]. A excregdo do clorpirifos
ocorre principalmente pela urina, cerca de 80 - 90 %, enquanto o restante ¢ eliminado pelas fezes [52].

Cl Cl

Cl N

Figura 1.10- Estrutura quimica do clorpirifos.

O tempo de semi-vida do clorpirifos varia dependendo das condi¢Ges ambientais como a temperatura €
o pH. Na agua, varia entre 1 e 2 semanas, sendo a sua degradagdo acelerada sob exposi¢cdo a luz solar
[50]. No solo, o tempo de semi-vida varia de 30 a 150 dias, dependendo da humidade e da temperatura.
Em solos humidos e quentes, a biodegradagdo microbiana contribui significativamente para a sua
decomposicao [48]. O clorpirifos apresenta alta adsor¢do ao solo, dificultando a sua lixiviagdo, mas
facilitando a sua propagag¢ao para aguas subterraneas quando presentes em solos arenosos [51].

Dado o perigo moderado que o clorpirifos representa para a saide humana, a OMS, classifica este
composto como um pesticida de classe 11 [17].
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1.7. Preparacdo de amostras
1.7.1. Monitorizagao vestigial dos OPs

A monitorizagdo vestigial dos OPs ¢ de extrema importancia devido ao seu impacto na satide humana e
no ambiente. Mesmo em concentragdes residuais, estes compostos podem representar sérios riscos,
acumulando-se ao longo da cadeia alimentar e desencadeando efeitos toxicos significativos. A detegdo
precisa e confidvel vestigial de OPs ¢é essencial para garantir a seguranga, avaliar a contaminagado
ambiental e desenvolver estratégias de mitigagdo eficazes [4, 5].

A relevancia dessa monitorizagdo ¢ destacada pela Diretiva (UE) 2020/2184, que estabelece limites
rigorosos para a presenga de pesticidas, incluindo OPs, em aguas destinadas ao consumo humano. Esta
diretiva reflete a preocupacdo pela presenca de substincias toxicas em fontes de agua potavel,
estipulando que a concentracdo maxima permitida de pesticidas individuais ndo deve ultrapassar 0,1
pg/L, enquanto o limite para o total de pesticidas € de 0,5 pg/L. Além disso, a norma também considera
as substancias ativas dos pesticidas, os seus metabolitos, produtos de degradagdo e de reagdo. O objetivo
desta diretiva ¢ garantir que a agua de consumo humano seja segura, protegendo a saude publica e o
meio ambiente [53].

Uma outra diretiva, relativa a regulamentacao das aguas superficiais em Portugal, o Decreto-Lei n.°
236/98, de 1 de agosto, estabelece limites especificos para presenga de pesticidas, tanto individuais como
quanto a soma total dos mesmos. Neste ¢ fixado o limite de 0,5 ug/L para pesticidas individuais e de 2,5
ug/L para o somatorio dos pesticidas. Este Decreto-Lei tem como objetivo proteger os ecossistemas
aquaticos e garantir a qualidade das aguas superficiais utilizadas para diferentes fins, entre os quais as
dguas de rega e aguas para suporte de vida aquicola [54].

No contexto laboratorial, a preparagdo de amostras ¢ crucial para o sucesso das analises subsequentes,
com impacto direto na identificagdo e quantificacdo de compostos como os OPs, especialmente em
concentragoes vestigiais [55, 56]. Para andlises por GC, ¢ necessario garantir que apenas substancias
volateis e semi-volateis, além de nao termolabeis, sejam introduzidas no sistema, otimizando a
sensibilidade e a especificidade da analise. A aplicacdo dessa técnica instrumental, em conjunto com os
requisitos estabelecidos pela Diretiva e Decreto-Lei mencionados anteriormente, permitira assegurar
que as amostras de agua analisadas atendam aos rigorosos critérios de qualidade, minimizando os riscos
a satide humana associados a presenca de pesticidas nessa matriz [57, 58].

1.7.2. Técnicas de extragao

Nas andlises laboratoriais, as técnicas de extra¢ao e pré-concentragdo sdo fundamentais para a detecao
de analitos em matrizes complexas. Durante a preparacdo de amostras podem ser utilizados métodos
classicos ou miniaturizados. A extragao liquido-liquido (LLE) ¢ uma técnica classica, versatil e
amplamente utilizada, que permite extrair compostos com polaridades distintas em matrizes aquosas.
Baseia-se na parti¢do dos analitos, que se distribuem de forma seletiva entre duas fases, de acordo com
a sua afinidade e solubilidade em cada solvente. Apesar da sua eficiéncia e comum aplicagdo em analises
de rotina, apresenta desvantagens como a utilizagdo de grandes volumes de solventes e ser um processo
moroso, de dificil automatizagao [55, 59].

A extracdo em fase solida (SPE) trata-se de uma técnica mais recente que utiliza cartuchos ou discos
que contém materiais solidos, como polimeros, que permitem extrair e reter seletivamente os analitos
com interesse presentes numa solucdo liquida. O principio desta técnica baseia-se na sor¢do dos analitos
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a superficie do material s6lido, seguida pela eluigdo seletiva utilizando solventes adequados. Esta técnica
oferece varias vantagens, como a redugdo significativa do uso de solventes ¢ a automatiza¢ao do
processo. Além disso, a SPE proporciona maior seletividade e eficiéncia na separagdo, permitindo a
concentracdo dos analitos com interesse e remocgao de interferentes da matriz. Em comparagdo com a
LLE, a SPE utiliza menores quantidades de solventes organicos e requer um menor tempo de extracao.
Contudo, a principal limitagdo da SPE ¢é a necessidade de volumes maiores de amostra, o que nem
sempre ¢ viavel [55, 56, 59].

Embora as técnicas de extracdo tradicionais anteriormente referidas ainda sejam amplamente utilizadas,
as suas limitagdes impulsionaram o desenvolvimento de métodos mais modernos e sustentaveis. Neste
sentido, nas ultimas trés décadas, t€ém vindo a ser desenvolvidas técnicas de miniaturizagéo (Figura 1.11)
como uma alternativa simplificada e eficiente. Estas técnicas destacam-se pela simplicidade, permitindo
realizar simultaneamente, a extracdo e pré-concentragdo de amostras, isolando os compostos com
interesse ¢ aumentando a sua concentragdo. Além disso, enquadram-se nos principios da quimica verde,
devido a utilizacao de volumes reduzidos ou até mesmo a isen¢do de solvente organico [55, 59]. Gragas
a essas vantagens, as técnicas de microextracdo tém vindo a ser amplamente aplicadas em analise
vestigial, tornando viavel a utilizacdo de pequenos volumes de amostras e garantindo elevada
seletividade e sensibilidade, mesmo em concentra¢des muito baixas [60, 61].

SPE + LLE

Reduzir ou eliminar
solventes organicos
— e e o ) e o e o =y
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Técnicas de microextracao
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Figura 1.11- Evolugdo das técnicas de extragdo classicas para as técnicas miniaturizadas.

Consoante o tipo de material utilizados para extrair os analitos podemos subdividir as técnicas de
microextragdo em dois grandes grupos: as técnicas baseadas em sélidos e as técnicas baseadas em
liquidos [56, 57].

As técnicas baseadas em solidos, como o nome indica, utilizam material s6lido (como polimeros) para
capturar por sor¢do os analitos presentes na amostra. Os analitos sorvem a superficie solida e sdo
posteriormente dessorvidos para analise [57, 58].

A microextragdo em fase solida (SPME), utiliza uma fibra de silica fundida com revestimento
polimérico, no qual sdo adsorvidos os analitos presentes na matriz. A fibra, quando exposta a amostra,
que pode ser liquida ou gasosa, extrai os compostos por sor¢ao. Posteriormente, a fibra é transferida
para um sistema de analise, como um cromatografo em fase gasosa, onde ocorre dessorcao e introducéo
dos analitos diretamente no sistema. Esta técnica amplamente utilizada em andlise ambiental,
especialmente para a microextragdo de compostos organicos volateis em amostras aquosas. Embora
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eficaz, esta técnica requer grandes volumes de amostra ¢ apresenta sor¢do limitativa devido a saturagéo
da fase sorvente, o que limita o processo extrativo [61, 62].

A extragdo sortiva em barra de agitacdo (SBSE), ¢ outro exemplo de uma técnica baseada em solidos,
que utiliza uma barra de agitacdo magnética revestida com uma fase adsorvente solida geralmente
polidimetilsiloxano (PDMS), utilizada para extrair os analitos [55, 58, 62]. Durante este processo, a
barra revestida com a fase extratora é colocada numa amostra liquida, onde os analitos se adsorvem ao
material sélido polimérico [57]. Apés a extragdo, a barra é removida e os analitos podem ser introduzidos
diretamente no equipamento analitico por dessor¢do térmica ou liquida. Esta técnica revelou-se muito
sensivel para a andlise vestigial em matrizes ambientais, apresentando a vantagem de utilizar uma
quantidade insignificante ou isenta de solventes organicos [55, 57, 62]. Contudo, a SBSE apresenta uma
grande limitagdo, a dependéncia por um unico polimero de revestimento, comercialmente disponivel, o
PDMS. Por ser apolar, esse polimero permite a extracdo eficiente de compostos apolares ou fracamente
polares, evidenciando limita¢des para extrair os compostos mais polares [55, 62].

Um bom exemplo de uma técnica inovadora ¢ a microextragao adsortiva em barra (BAPLE) que combina
uma fase solida, nomeadamente um dispositivo cilindrico em polipropileno (PP) no qual ¢ fixada uma
fase extratora, com duas fases liquidas imisciveis, a matriz aquosa e um solvente organico previamente
selecionado [62, 63]. A fase solida serve como suporte para a extracdo dos analitos, que sdo
posteriormente dessorvidos e analisados. Uma das suas principais vantagens consiste na diversidade de
fases extratoras disponiveis, permitindo a extracdo de analitos com diferentes polaridades presentes em
matrizes complexas. Além disso, ¢ uma técnica simples, de baixo custo e alinhada com os principios da
quimica verde [61, 64].

Por sua vez, as técnicas baseadas em liquidos envolvem a parti¢do dos analitos entre duas fases liquidas
imisciveis. Esta particdo ocorre com base na diferente solubilidade dos analitos nas duas fases, e o
solvente contendo os analitos € entdo separado e analisado. A microextragao por dispersao liquido-
liquido (DLLME), é uma técnica em que um pequeno volume de solvente organico é disperso na amostra
liquida, permitindo a extragdo dos analitos. Apds a extragdo, as fases sao separadas por centrifugacio, e
o solvente contendo os analitos € analisado. Apesar de ocorrer um baixo consumo de solventes esta
técnica apresenta uma grande desvantagem, ndo sensivel para a analise vestigial. Isto porque este
processo extrativo baseia-se no equilibrio de particdo entre a amostra liquida e o solvente de extracao.
Assim sendo, em amostras vestigiais, o pequeno volume de solvente utilizado pode ndo ser suficiente
para extrair quantidade detetaveis de analitos com interesse [63].

Outra técnica de microextracdo desenvolvida é a microextracdo em fase liquida com fibra oca (HF-
LPME), uma técnica simples, de baixo custo e com um reduzido impacto ambiental. Esta técnica tem
por base o funcionamento da microextragdo em fase liquida (LPME), que se baseia na transferéncia
seletiva de analitos de uma matriz liquida, para um solvente orgéanico. No caso da HF-LPME, ¢ utilizada
uma fibra oca (HF) com uma membrana interna porosa e hidrofébica na qual é colocado um solvente
organico, impregnando os poros e preenchendo o interior da membrana. Quando em contacto com a
matriz, decorre a transferéncia seletiva e concentragdo dos analitos para o interior da fibra. Essa
separagdo ocorre devido a afinidade dos analitos alvo ao solvente, que deve ser selecionado com base
nas caracteristicas, dos analitos em estudo. Esta ¢ uma técnica versatil, que utiliza uma pequena
quantidade de solventes organicos, muito eficaz em matrizes liquidas, como aguas [63, 65, 66].

Embora eficaz, esta técnica requer o uso de uma seringa para introduzir € remover o solvente organico,
e como consequéncia requer um utilizador experiente. Outro desafio é o facto da fibra permanecer
imoével durante todo o processo de extracao. Uma vez que a extragao ocorre principalmente por difusao,
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a falta de movimento limita a interagdo entre a amostra ¢ o solvente, presente no interior da fibra,
reduzindo a eficiéncia extrativa [66].

A Tabela 1.3 resume as vantagens ¢ desvantagens das técnicas de extracdo discutidas anteriormente.

Tabela 1.3- Resumo das vantagens e desvantagens das técnicas de extragao.

Técnica Extracio

Vantagens

Desvantagens

SPE
(Extracdo em fase solida)

Usa menos solvente que
LLE

Seletividade
(possibilidade de escolher
sorvente)

Grandes volumes de amostra
Saturagdo do sorvente

LLE
(Extragdo liquido-liquido)

Eficiéncia de separagdo
(polaridade)
Simples

Morosa,

Dificil de automatizar
Grande consumo de solventes
Baixa sensibilidade

Répida e simples,

SPME Sorvente limitado
. ~ Pouco solvente, .
(Microextragdo em fase Automatizével Conhecimento do operador
solida) Reutilizdvel (fibras) Custo elevado
Pouco solvente - ,
(Extra ;)Bs?rztiva com Alta cficiéncia de zglnlqta(()isotoasoapg}:fezr)o POMS
¢ o extragao p P
barra de agitacdo) . Custo elevado
Automatizavel

BApE Diversidade de fases Possivel contaminagdo do
(Microextracao extratoras sistema instrumental devido
adsortiva em barra) Pouco solvente as fases sorventes utilizadas
DLLME Pouco solvente ~ . -
. ~ . Nao aplicavel a analise
(Microextragdo por Simples vestigial
dispersao liquido-liquido) Répida &
HF-LPME Seletividade

(Microextragdo em fase
liquida com fibra oca)

Baixo consumo de
solventes

Utilizador com experiéncia
Extragdo limitada

Para otimizar e simplificar o processo da HF-LPME, foi desenvolvida a microextragdo em fibra oca
(HFuE). A sua preparagdo ¢ feita em laboratorio, através do corte manual da fibra e de uma etapa de
pré-condicionamento. De seguida, a fibra é colocada diretamente em contacto com o solvente extrator,
permitindo assim o preenchimento dos poros presentes na membrana interna. Posteriormente, a fibra ¢
colocada no frasco de amostragem contendo a amostra em estudo, e o processo de microextragdo decorre
por agitacdo magnética. Durante este processo a fibra flutua na fase dadora, prevenindo desta forma a
degradagdo da membrana extratora. Apds a microextragdo, a fibra € transferida para um insert dentro de
um vial contendo solvente organico e, por sonificacdo, esta liberta o analito em estudo para o solvente
selecionado, ficando pronto para analise instrumental (Figura 1.12) [66, 67]. Essa adaptagdo, conhecida
por dessor¢do liquida numa tinica etapa (one LD step, do inglés one liquid desorption step), simplifica
o processo de retroextragdo, aumentando a sua eficiéncia e facilitando a sua aplicagdo em andlises de
rotina [67].

A técnica HFUE mostrou-se eficaz na microextracdo de compostos semi-polares e apolares em
concentragdes vestigiais, gragas a possibilidade de otimizar pardmetros como o solvente € o tempo de
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extragdo, que permite adaptar a técnica ao analito em estudo. Estes dispositivos foram projetados para
uso unico devido a fatores como o baixo custo associado, a simplicidade e rapidez na preparagdo, além

de garantir que ndo ocorra contaminagdo entre amostras [66-68].

HFpE

Solvente !

\_

J

Microextragio \ Retroextracio \
T PP
e ‘ i Solvente
H20 Padrio Vial com insert

Agitagdo magnética

\_

Ultrassons

J

Figura 1.12- Esquematizagdo simplificada da configuracdo para as duas etapas, microextragao e retroextragao,
dos ensaios HFUE-LD realizados neste projeto. Esquema criado no Biorender.com.

1.8. Analise instrumental

Os métodos analiticos desempenham um papel fundamental na interpretagdo da informagao presente
no analito, nomeadamente as suas caracteristicas fisicas e quimicas. Esses métodos podem ser
classificados como métodos instrumentais e métodos classicos. Os métodos instrumentais, como a
cromatografia, utilizam equipamentos mais sofisticados e de elevado custo, oferecendo maior precisdo
e eficiéncia em certas analises. Embora tenham superado algumas das limitagdes dos métodos classicos,
estes ultimos continuam a ser muito utilizados, frequentemente de forma complementar, sendo alguns
exemplos os métodos colorimétricos e volumétricas [69].

A selecao do método instrumental mais adequado é, portanto, uma etapa critica em qualquer analise
laboratorial. Essa escolha deve considerar ndo s as propriedades fisicas e quimicas da amostra, mas
também os fatores praticos como a rapidez, facilidade de uso, custo, ¢ o nivel de conhecimento
necessario por parte do operador. Além disso, a disponibilidade de equipamentos no laboratorio pode
ser decisiva para a sele¢do do método instrumental apropriado [69].

Dado o impacto significativo dos OPs, a respetiva monitorizagdo tornou-se indispensavel para avaliar
tanto os riscos ambientais quanto os danos na saude publica. A toxicidade dos OPs esta associada a
efeitos neurotoxicos nos humanos mesmo quando presentes em concentragdes vestigiais, na ordem dos
ppb. Desta forma, sdo necessarios métodos analiticos sensiveis e especificos para detetar e quantificar
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estes compostos em matrizes complexas. Entre as técnicas mais frequentemente utilizadas, destacam-se
a cromatografia em fase gasosa (GC) e a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), ambas
acopladas a espectrometria de massa (MS) por apresentarem elevada precisdo e por permitirem a
identificacdo vestigial do composto alvo como sido o caso dos OPs [14, 70].

Para além destas técnicas, tém vindo a ser desenvolvidos métodos complementares as técnicas
cromatograficas tradicionais. Entre eles, os biossensores que permitem uma rapida monitorizagdo e
portabilidade, permitindo efetuar medigdes em tempo real podendo ser aplicados em campo. A
combinagdo dessas abordagens permite a avaliagdo dos riscos associados aos OPs, garantindo maior
prote¢ao ao ambiente e a satide humana [71].

1.8.1. Cromatografia em fase gasosa (GC)

A cromatografia ¢ uma técnica analitica que permite separar os diferentes analitos presentes em amostras
complexas [72]. O sistema cromatografico ¢ tipicamente constituido por um reservatério de gas, um
injetor de amostra, uma coluna cromatografica, inserida num forno, e um detetor, ¢ esta ligado a um
computador com um software de analise adequado (Figura 1.13) [58, 69].

Forno: controlar a temperatura

. .

|

I .
Injetor ] — | Coluna ]I D
— etetor
I .
. I
Introduzir a amostra no ; Separar os analitos | Detetar os analitos
sistema 1 ; separados

Figura 1.13- Esquema simplificado de um cromatografo em fase gasosa (GC); adaptado de [72].

A analise por GC tem inicio no injetor, que permite introduzir a amostra em estudo, no estado liquido
ou gasoso, no sistema, tendo esta que ser volatil e termicamente estavel. No injetor, a amostra ¢é
volatilizada e transportada pelo gas de arraste (fase movel) pela coluna cromatografica, onde atravessa
a fase estacionaria. A fase movel ¢ tipicamente um gas inerte (hélio, azoto ou hidrogénio), e a fase
estacionaria encontra-se fixa nas paredes de longas colunas capilares tubulares [58, 69, 72]. O injetor de
vaporizagao pode operar em diferentes modos de inje¢do, no modo split (S), no qual grande parte da
amostra ¢ descartada pela split vent enquanto a restante porcao segue para a coluna; no modo splitless
(SL) o split vent permanece fechado na primeira fase da injecdo, forgando a entrada total da amostra no
sistema cromatografico, sendo este 0 modo ideal para analise de amostras vestigiais (Figura 1.14) [58,
72, 73].

Um alternativa ao injetor de vaporizacdo convencional ¢ o injetor PTV (injetor de vaporiza¢do com
temperatura programada), representado na Figura 1.15, muito usado na analise de amostras complexas
e sensiveis a temperatura. Este injetor permite controlar a temperatura de inje¢do, aumentando-a
rapidamente para vaporizar a amostra sem decompor os analitos. Neste processo, a amostra ¢
inicialmente injetada a uma temperatura baixa e posteriormente, com o aumento balistico da temperatura
e do gés de arraste, o solvente volatil evapora lentamente pela valvula (solvent vent), enquanto o analito
permanece adsorvido no /iner. O analito segue para coluna apenas apds a evaporagao e eliminagdo de
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grande parte do solvente. Desta forma, é possivel injetar grandes volumes (LVI) de amostra sem
prejudicar o aparelho, o que permite diminuir os limites de detecdo e aumentar a sensibilidade da analise,
sem sobrecarregar a coluna [73].
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Figura 1.14- Esquema da injegdo em modo split (a) e em modo splitless (b); adaptado de [74].

Adsorcao do analito nas

Sistema de .
paredes do liner

aquecimento

Descarte de solvente

(valvula aberta)

Figura 1.15- Esquema do injetor PTV; adaptado de [73].

Apos a injegdo, a amostra € transportada até a coluna pelo gas de arraste, onde esta é separada com base
na interacdo diferencial dos seus componentes entre a fase estacionaria e a fase movel. A coluna,
considerada o "coracdo" do GC, é uma coluna capilar com as paredes internas recobertas com um filme
fino de fase estacionaria, que pode ser polar ou apolar, conforme a natureza dos analitos em estudo [67,
69, 72]. O grau de afinidade dos analitos com a fase estacionaria, esta diretamente relacionada com as
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caracteristicas quimicas ¢ a polaridade, o que permite separa-los fisicamente, fazendo com que atinjam
o detetor em intervalos de tempo distintos [69, 72].

A coluna encontra-se dentro de um forno, cujo controlo de temperatura é crucial para uma boa separacdo
dos analitos. Para além da interacdo com a fase estaciondria, o tempo que o analito demora a chegar ao
detetor é também influenciado pela temperatura do forno. O forno pode operar de forma isotérmica
(temperatura constante) ou com uma rampa de temperaturas, permitindo separar os analitos com base
na sua volatilidade [73].

A saida da coluna cromatografica esta conectada ao detetor, que examina continuamente os analitos
eluidos e gera sinal quando deteta a passagem dos analitos, gerando um cromatograma. Num
cromatograma podemos observar diversos picos, e, através do tempo de retencdo (fr) conseguimos
identificar qualitativamente os analitos presentes, e, através da area dos mesmos obtemos a informagao
quantitativa. Para obter uma informac¢do mais detalhada da estrutura molecular dos analitos alvo,
recorre-se a espetrometria de massa (MS) que pode ser acoplada ao sistema GC, aumentando a
seletividade e a sensibilidade [58, 69, 75]. Para informag¢des mais detalhadas sobre os calculos e
conceitos cromatograficos, recomenda-se a consulta do Anexo I, onde estes topicos sdo discutidos de
forma detalhada.

1.8.2. Espetrometria de massa (MS)

A MS (Figura 1.16) permite obter informagdes adicionais, como o padrao de fragmentacdo e a estrutura
molecular sobre os analitos eluidos da coluna cromatografica. Este processo baseia-se na ioniza¢ao dos
compostos, seguida da respetiva fragmentacao, o que permite obter um perfil Ginico para cada analito, o
espetro de massa. Esta técnica ¢ tipicamente constituida por uma fonte de ionizagdo, um analisador e
um detetor i6nico, estando todo este sistema em condigdes de alto vacuo para assegurar uma analise
precisa e sensivel [58, 69, 76].

Sistema sob vacuo

e T L -
] \
| .
. Fonte de Analisador de > l Detetor ] !
! Ionizacio Massa I
1 - - S — y Converte os ides em 1
Toniza os analitos epara os ides (m/z) sinais elétricos ;
: N e e e o E  EE E EE R EE R R R EEe R e R R R M R M W N M N M W EEm W e N e 8 e w - *

Figura 1.16- Esquema do simplificado espetrometro de massa; adaptado de [76].

Apods separagdo na coluna cromatografica, os analitos sdo ionizados, transformando-se em ides
monopositivos. Tipicamente ¢ utilizada a ionizagdo eletronica (EI), em que as moléculas da amostra sdo
bombardeadas com eletroes a 70 eV. Cada composto possui um padrdo de fragmentagdo especifico,
permitindo a identificacdo dos compostos com base nos seus espetros caracteristicos [58, 69, 76].
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Os fragmentos ionizados sdo repelidos por um elétrodo positivo e direcionados para o analisador de
massa, onde sdo separados com base na sua razdo massa carga (m/z). O analisador mais utilizado € o
quadrupolo, composto por quatro cilindros metalicos paralelos (dois cilindros opostos apresentam
potencial positivo aplicado enquanto os outros dois potencial negativo), que opera em baixa resolugdo.
O quadrupolo separa os ides aplicando campos elétricos (radiofrequéncia (RF) e corrente continua
(Vdc)), facilitando a passagem de certos ides com uma m/z especifica através do quadrupolo enquanto
os restantes sdo desviados da sua trajetoria (Figura 1.17)[58, 69, 76].

Ido com trajetoria 2
instavel — Detetor

_----¥ de ides

Lentes
focalizadoras
Lentes
focalizadoras

Fonte de
lonizagao - [ Ido com trajetc')ria]

estavel

Figura 1.17- Representacao esquematica do quadrupolo; adaptado de [73]. Esquema criado no BioRender.com.

Os analisadores como o quadrupolo podem operar em dois modos:

Modo full-scan (de varrimento continuo): neste modo, o0 GC-MS varre continuamente uma gama
de fragmentos moleculares (valores de m/z), criando um espetro de massa completo. Este modo
¢ util para confirmar a presenca de certos compostos, uma vez que fornece uma visao geral das
caracteristicas de fragmentacdo de cada composto na amostra. No entanto, como analisa uma
ampla gama de valores, apresenta menor sensibilidade e maior ruido do sinal, dificultando
analises de moléculas em concentracdes mais baixas. Por isso, ¢ muito utilizado para identificar
fragmentos importantes, podendo posteriormente, analisa-los de forma mais precisa no modo
SIM [58, 69, 75].

Modo SIM (monitorizagdo de ides selecionados): monitoriza apenas um grupo especifico
fragmentos moleculares identificados pelos seus valores m/z. Este modo foca apenas fragmentos
especificos, aumentando a sensibilidade do método e tornando-o ideal para analise vestigial,
quando ja sabemos quais os fragmentos caracteristicos das moléculas alvo no espetro [58, 69,
75].

Concluida a separacdo dos ides pelo quadrupolo, estes sdo direcionados para o detetor, que converte
esses i0es em sinais elétricos mensuraveis. O detetor mais comum em MS ¢é o multiplicador de eletroes
(Figura 1.18), que, ao receber os ides provenientes do analisador, gera uma cascata de eletrdes. Os ides
atingem uma superficie do detetor provocando a libertacao de eletrdes secundarios.
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Figura 1.18- Esquema do detetor multiplicador de eletrdes; adaptado de [77].

Estes eletroes secundarios sdo por sua vez acelerados promovendo novas colisdes com a superficie do
detetor resultando na libertagdo de mais eletroes. Esse processo de amplificacdo gera uma cascata de
eletrdes, cuja quantidade aumenta exponencialmente. A cascata gerada ¢ amplificada e convertida num
sinal elétrico, cuja intensidade é proporcional a quantidade de ides detetados. Apds a amplificagdo,
obtemos um fluxo de eletroes, gerado a partir de um unico ido, que ¢ convertido num sinal elétrico
mensuravel. Esse sinal ¢ registado e processado, permitindo criar o espetro de massa caracteristico de
cada composto [77].

1.8.3. Hifenacao GC-MS

A técnica hifenada GC-MS (Figura 1.19), combina a capacidade de separacdo da GC com a sensibilidade
e seletividade da MS, sendo ideal para a analise de amostras complexas. A GC-MS permite separar os
analitos e obter informagdes quantitativas a partir dos #z dos cromatogramas e obter informagdes
qualitativas e estruturais a partir dos espetros de massa [72]. Todo o processo analitico € controlado por
software que programa todo o sistema de andlise e processa os dados para gerar cromatogramas e
espetros de massa, permitindo a identificacdo dos analitos com base na sua m/z e padrdes de
fragmentacdo [72]. Esta técnica hifenada é amplamente utilizada na analise de amostras volateis e semi-
volateis em diversas areas, desde a farmacéutica a ambiental [2].

. Camara de
Gas de L.
1 injecdo Detetor
arraste L ]
——)

\ , Software de analise

Forno

Figura 1.19- Esquema do GC-MS; adaptado de [76]. Esquema criado no BioRender.com.
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2. Objetivos

O presente trabalho focou-se no desenvolvimento de uma metodologia alternativa que demonstrasse ser
eficaz na monitorizacao vestigial de cinco OPs (etoprofos, diazido, metil-paratido, malatido e clorpirifos)
em matrizes aquosas.

Com esse proposito recorreu-se a uma metodologia inovadora combinando a HFPE com GC-MS e
estabeleceram-se os seguintes objetivos:

Otimizag¢do das condi¢des instrumentais;

Otimizacao da metodologia HFuUE-pLD/GC-MS para identificagdo dos OPs em matrizes
aquosas;

Validacdo da metodologia previamente otimizada, avaliando os parametros de linearidade,
sensibilidade, seletividade e precisdo;

Aplicacao da metodologia otimizada e validada em diferentes matrizes reais de agua para
averiguar a influéncia da matriz no seu desempenho;

Compara¢do da metodologia proposta e dos resultados obtidos com outras tecnologias relatadas
na literatura.
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3. Parte Experimental
3.1. Material, reagentes € amostras

O acetato de etilo (EtAc, C4HsO», 99,0 %), o n-hexano (n-Ce, C¢Hia, 99 %), o diclorometano (DCM,
CH:Cl,, 99.9 %) e a acetona (Ace, C3HsO, 99 %) foram obtidos da Carlo Erba (Franga). O metanol
(MeOH, CH30H, 99,9 %) foi obtido pela PanReac (Espanha). O n-heptano (n-C7, C;His, 99 %) foi
obtido da Sigma-Aldrich (Alemanha). O n-octano (n-Cs, CsHis, 99 %) foi obtido da Fluka AG (Suica).
O n-nonano (n-Co, CoHao, 99 %) foi obtido da ThermoFisher (Alemanha). O tolueno (Tol, C;Hs, 99 %)
foi obtidos da Merck (Alemanha). O cloreto de sodio (NaCl, 99,5 %) foi obtido da Honeywell
(Alemanha).

A solugdo padrdo de mistura de OPs (600 mg/L em acetato de etilo) contendo diclorvos (C4sH7CLO4P,
98.3 %), acefato (C4sH10NOsPS, 98 %), etoprofos (CsHi9O2PS,, 98,2 %), dibromo (CsHsBr,Cl, 98 %)
dimetoato (CsHi2NO;PS,, 99,16 %), diazido (Ci2H21N20:PS, 99,3 %), metil-paratido (CsHioNOsPS,
99,33 %), malatido (CioHi19OsPS2, 97 %), clorpirifos (CoHiiCIzNOsPS, 99,89 %) e fosmete
(C11H12NO4PS,, 96,86 %), foi adquirido pela Dr. Ehrenstorfer, LGC (EUA). Para a metodologia por
HFuE, foram utilizadas membranas de fibra oca de PP (Accurel Q3/2), com didmetro interno de 600
um, espessura da parede de 200 um e tamanho dos poros de 0,2 um, obtidas pela 3M (Alemanha).

A matriz real de 4gua de torneira utilizada neste projeto foi recolhida do proprio laboratério. A dgua de
estuario foi recolhida no rio Tejo, mais propriamente no Porto Brandao e a 4gua de ETAR foi gentilmente
cedida pela estagdo de tratamento de 4guas residuais urbanas de Beirolas. Todas as amostras de dgua
foram armazenadas a 4 °C.

3.2.  Equipamentos e instrumentagao

Para o desenvolvimento da metodologia HFUE, além de material corrente de laboratorio, utilizaram-se
frascos de 25 mL com as respetivas tampas de polietileno (PE, (C2H4),) (didmetro = 22 mm) obtidos
pela VWR International (EUA), as microseringas analiticas de 10 e 100 pL (Hamilton, EUA) e
micropipetas de capacidade de 100 - 1000 pL e 20 - 200uL (Labok, Espanha), vials transparentes de 2
mL (12 x 32 mm) com as respetivas tampas com septo de politetrafluoretileno/silicone (PTFE) (didmetro
= 11 mm) e inserts (300 uL, 6 x 31 mm) obtidos da Zhejiang Alwsci Technologies (China), barras de
agitacdo de Teflon (Gerstel e CRYSTAL Europe, Alemanha) e um encapsulador manual obtido da
Agilent Technologies (EUA).

Os ensaios de microextragdo foram realizados em duas placas de agitagdo magnética compostos por
quinze posigdes (Variomag, Alemanha). Para efetuar as pesagens recorreu-se a uma balanca analitica
(Mettler Toledo AG135, Suiga). Foram também utilizados um voértex (Velp, Italia), um banho de
ultrassons equipado com um termostato de modelo 3510 E-DTH (Branson, EUA) e uma estufa de
modelo ED 115/E2 (Binder, Alemanha). Para a preservagdo e armazenamento de amostras e padroes
utilizou-se dois congeladores verticais, com temperaturas de - 80 °C e de - 20 °C (Jocel JCV-220L,
Portugal) e um frigorifico a 4 °C (Liebherr FKEX 2600, Austria).

As analises por GC-MS foram efetuadas pelo equipamento Agilent Tecnologies (Alemanha), constituido
por um cromatografo em fase gasosa (Agilent 6890 Series) equipado com amostrador automatico
(Agilent 7683), um injetor split/splitless (S/SL), um injetor de vaporizagdo com temperatura programada
(PTV) e um detetor seletivo de massa (Agilent 5973N). Para a separagdo dos compostos utilizou-se a
coluna capilar InertCap SMS (30 m de comprimento, 0,25 mm de didmetro interno x 0,25 um de
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espessura da fase estacionaria: 5 % difenil; 95 % dimetilpolisiloxano) foi obtida da GL Sciences (Jap&o).
A partir do software MSD ChemStation (G1701A, versao E.02.02.1431, Agilent Technologies, EUA)
foram adquiridos os dados analiticos e o respetivo controlo instrumental. Para a comparagao espectral,
utilizou-se a base de dados da biblioteca de espetros da Wiley (G1035B, Rev. D.02.00, Agilent
Technologies, EUA).

3.3.  Procedimento
3.3.1. Preparagao da solugdo padrao

A solucdo padrio adquirida para este projeto é composta por dez pesticidas (diclorvos, acefato,
etoprofos, dimetoato, dibromo, diazido, metil-paratido, malatido, clorpirifos e fosmete) e apresenta uma
concentracdo de 600 mg/L. Esta solucdo foi armazenada a - 80 °C. Destes dez pesticidas serdo apenas
estudados cinco o etoprofos, diazido, metil-paratido, malatido e clorpirifos. Mensalmente, a partir dessa
solugdo padrio, preparou-se uma solucdo diluida em acetato de etilo (EtAc), com uma concentragdo
final de 10 mg/L. Esta, por sua vez, era submetida a uma nova dilui¢do semanal, obtendo-se uma solugéo
de concentragdo final de 5 mg/L em metanol (MeOH). Ambas as solugdes diluidas foram mantidas a -
20 °C e renovadas quando necessario. Todas as solucdes utilizadas no decorrer do trabalho foram
preparadas em MeOH, tendo como base a solug¢do de 5 mg/L.

Face aos problemas enfrentados ao longo do projeto, que condicionaram a etapa de injecdo das amostras
no GC-MS, foi realizado um estudo de estabilidade das amostras extraidas. Este estudo consistia na
injecdo da mesma amostra extraida no sistema GC-MS, por varios dias consecutivos, comparando os
cromatogramas obtidos e as respetivas abundancias de cada um dos analitos. Os resultados
demonstraram que as amostras armazenadas se mantiveram estiveis até uma semana apos a extragao.
Este dado foi essencial para o planeamento das analises.

3.3.2. Calibragao instrumental

Os limites de detecdo (LOD) e de quantificacdo (LOQ) foram determinados a partir da injecao de
solugdes padrio com concentragdes sucessivamente menores no sistema cromatografico, seguindo o
critério de razdo sinal/ruido (S/N) de 3/1 e de 10/1 respetivamente. Para estudar a linearidade e construir
as respetivas retas de calibracdo, foram preparados dez niveis de concentragdo (3; 2,5; 2; 1,5; 1; 0,5;
0,25; 0,15; 0,1 € 0,05 mg/L), para o modo de injecdo SL, e onze niveis de concentracdo (50; 35; 25; 20;
15;10; 7; 5; 2,5; 1; 0,75 ug/L) para o injetor PTV (LVI). Todas as solugdes utilizadas foram preparadas
em triplicado por diluicdo das solugdes padrao de concentragdo 10 mg/L e 1 mg/L. A precisdo
instrumental foi igualmente avaliada através de inje¢des consecutivas de solugdes padrdo de
concentracgdo 0,5 mg/L, no modo SL, e 7 ug/L, no injetor PTV (LVI), analisadas em quintuplicado.

3.3.3. Preparagao dos dispositivos HFpE

Para utilizar a metodologia HFUE/GC-MS ¢ necessario primeiramente preparar a fibra microextratora
em laboratério. Para tal, cortaram-se segmentos de 10 mm da uma membrana de PP, adquirida
comercialmente. De seguida, efetuou-se uma etapa de pré-condicionamento, na qual as fibras passaram
por uma fase de lavagem, sendo imersas em agua ultrapura e acetona, e, de seguida secas numa estufa a
50+ 1°C[67,78].
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3.3.3.1 Ensaios de Otimizagao

Para os ensaios de microextracdo foram colocados, dentro de um frasco de amostragem, um magnete e
25 mL de 4gua ultrapura fortificada com 100 pL da solugdo padrao contendo os cinco OPs com
concentracgdo 2,5 mg/L (Figura 3.1). De seguido, foi inserido, com o auxilio de uma pinga, o dispositivo
de microextracdo previamente preenchido com um solvente adequado. O processo de microextracao foi
efetuado com recurso a placa de agitacdo durante um periodo de tempo e velocidade. Finalizada a
microextragdo, o dipositivo foi retirado do tubo de amostragem para um vial com insert, contendo 100
uL do solvente previamente usado, e sujeito a retroextragdo utilizando ultrassons, por um determinado
periodo de tempo. Posto isto, o vial segue para analise por GC-MS.

== Vortex

Fibra de PP

N

—™ Magnete
S

—

Figura 3.1- Esquema ilustrativo da HFPE em flutuagao durante a extragdo. Abreviatura: PP - polipropileno. Esquema criado
no BioRender.com.

Em suma, este procedimento segue o ciclo analitico da HFuUE, que se dividido em duas etapas: a
microextracdo dos analitos da matriz e a retroextracao para um solvente adequado, permitindo assim a
posterior inje¢do ¢ analise por GC-MS. Para garantir a eficiéncia deste processo, foi adotada uma
estratégia de otimizacdo univariada (OVAT), na qual todas as varidveis sdo mantidas constantes a
excecdo de uma. O objetivo ¢ estudar o impacto de cada variavel, em diferentes niveis, na resposta do
sistema [65, 67]. Os detalhes dos parametros estudados encontram-se representados no grafico da Figura
3.2.

Solvente de extracio - Velocidade de extracao
Tempo de retroextragio
(EtAc, Tol, DCM, n-Cs, . (800, 1000, 1200, 1400 e
#-Cs, n-Cs, n-Co), (2.5.10¢ 15 min) 1600 rpm)

v

Tempo de equilibrio Polaridade Forca ionica

(1,2,3e4h) (MeOH: 0 - 15 %) (NaCl: 0 - 15 %)

Figura 3.2- Fluxograma da otimizac@o univariada das diferentes fases da microextragdo por HFUE.

A otimizagdo desta técnica microextratora iniciou-se com sele¢do do solvente de extragao, utilizando as
seguintes condi¢des padrdo: microextragdo por 1 hora a 1000 rpm e retroextragdo por 10 minutos sob
tratamento ultrassonico. Em seguida, foi otimizado o tempo de sonificagdo, a tinica variavel da etapa de
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retroextragdo. Posteriormente, foram ajustados pardmetros referentes novamente a etapa de
microextragdo, como a velocidade de agitacdo e tempo de equilibrio. Por fim, avaliou-se o efeito matriz,
nomeadamente a polaridade, através da adigdo de MeOH, ¢ a for¢a idnica, mediante a adicdo de NaCl
[67, 79].

Todos os ensaios de otimizagdo foram realizados em triplicado e a respetiva eficiéncia de extracao foi
avaliada através do calculo das recuperagdes dos analitos, utilizando a seguinte equacdo (Equacdo 3.1):

A
R(%) = A—‘x 100
P

Equagdo 3.1

Onde, A; corresponde a area do pico do analito obtido nos ensaios de extragdo e A, & area do pico do
analito na solugdo padrdo utilizada para fortificagdo [79].

3.3.3.2 Ensaios de Validacao

Concluida a otimizac¢ao das condigdes experimentais, procedeu-se a validagdo da metodologia proposta,
seguindo o procedimento previamente descrito, em condi¢des otimizadas (microextragdo: solvente 7-
Cs:Tol; 1:1, v/v, 2 h (1600 rpm), 10 % MeOH, 10 % NaCl; retroextracdo: 2 min sob tratamento
ultrassonico, utilizando 100 pL de solvente n-Cs:Tol; 1:1, v/v) no qual foram avaliados pardmetros
essenciais como a linearidade, seletividade, sensibilidade e precisao.

Foram preparadas amostras de calibragdo com concentragdes compreendidas entre 0,0175 — 1,25 mg/L
que foram posteriormente analisadas com o método propostos permitindo construir as retas de calibragdo
para cada composto. A linearidade foi avaliada através do 72 obtido para cada composto.

A sensibilidade da metodologia foi avaliada através limites analiticos, LOD e LOQ, determinados
experimentalmente através de injecdo sucessiva de solugdes com OPs tendo em conta a razdo S/N de
3/1 e 10/1 respetivamente. A seletividade foi avaliada aplicando o método de extragdo otimizado a
amostras em branco e verificando a auséncia de interferentes nos mesmos tempos de retengdo de cada
analito em estudo.

Para determinar precisdo intra-dia (repetibilidade) e inter-dia (precis@o intermédia) prepararam-se trés
niveis de concentragdo, baixo (0,125 mg/L), médio (0,25 mg/L) e alto (1,25 mg/L), correspondentes a
concentracdes finais de 0,5; 1 e 5 pg/L, respetivamente. A repetibilidade foi determinada por meio de
cinco replicados (n = 5) de cada nivel de concentra¢do, no mesmo dia, enquanto a precisao intermédia
foi estudada realizando trés replicados de cada nivel, durante trés dias consecutivos (n = 3, 3 dias
consecutivos).

O critério de aceitagdo para avaliar a precisdo foi definido pelo desvio padrao relativos (RSD, do inglés
Relative standard deviation). O célculo do RSD foi realizado de acordo com a Equacgao 3.2:

RSD(%) = — x 100

Rl Q

Equacdo 3.2

Onde o representa o desvio padrdo das recuperagdes obtidas e X a média dos valores assinalados.
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3.3.3.3 Aplicagdo em matrizes reais

Com o objetivo de avaliar a aplicabilidade da metodologia otimizada e validada, foram realizados
ensaios em matrizes reais, nomeadamente em amostras de d4gua de ETAR, de estuario e da torneira,
seguindo as condigdes otimizadas e validadas (microextragdo: solvente n-Cs:Tol; 1:1, v/v, 2 h (1600
rpm), 10 % MeOH, 10 % NacCl; retroextracdo: 2 min sob tratamento ultrassonico, utilizando 100 L de
solvente n-Cg:Tol; 1:1, v/v). Todos os ensaios foram realizados em triplicado.

Para cada tipo de amostra, foram transferidos 25 mL para frascos de amostragem, aos quais se
adicionaram 100 uL de solugdo padrio previamente preparada, com concentragdes variando entre 0,25
- 5 mg/L, correspondendo a 1 - 20 pg/L. Excecionalmente, para as amostras de dgua da torneira, foi
necessario deixar a agua expostas ao ar por 24 horas para permitir a evaporagao do cloro, um composto
volatil utilizado no processo de desinfe¢do, que poderia interferir com o processo analitico e
comprometer os resultados.
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4. Discussao de Resultados
4.1. Otimizag¢ao das condi¢Oes instrumentais

Para garantir as condi¢des instrumentais ideais para este projeto, comegou-se por injetar uma solucao
dos OPs no GC-MS, operando no modo full-scan. Desta forma foi possivel verificar pardmetros como
o0s tr € 0s espetros de massa (Anexo II) caracteristicos de cada composto, que sdo essenciais para a
identificacdo dos mesmos. Os dados obtidos permitiram identificar individualmente os compostos-alvo
e ajustar os parametros necessarios para obter um espetro com picos bem resolvidos e com um menor
tempo de corrida possivel (15 min com um solvent delay de 4 min).

Ap6s otimizagdo do método cromatografico analisaram-se dados espetrais e, em comparagdo com as
bibliotecas espetrais disponiveis, como a Wiley, selecionaram-se os ides moleculares e os principais
fragmentos de cada composto. Com os ides selecionados, realizou-se uma nova injecdo da solugdo
padrdo no modo SIM, permitindo alcancar uma melhor seletividade e sensibilidade. Na Tabela 4.1,
observam-se os ides selecionados para cada composto, estando representados a negritos os ides de
quantificagdo.

Tabela 4.1- 13es selecionados no modo SIM para cada analito. Ides de quantificagdo assinalados a negrito.

OPs I6es SIM (m/z)
Etoprofos 97,158, 200
Diazido 179, 276, 304
Metil-Paratido 125, 246, 263
Malatido 93,125,173
Clorpirifos 197, 258, 314

Neste projeto foram utilizados dois modos de injecdo, cujos pardmetros analiticos otimizados estao
descritos na Tabela 4.2. E na Figura 4.1 podemos observar os cromatogramas obtidos com os cinco OPs
nos dois modos de injec¢do.

Na fase de otimizagdo utilizou-se um injetor S/SL com o modo de inje¢ao SL, no qual foi definido um
volume de injecdo de 2 pL. Nas analises posteriores, nomeadamente a validagdo e testes em matrizes
reais, recorreu-se a um injetor PTV, no modo LVI, utilizando o solvent vent, com um volume de injecdo
de 20 pL. Esta alteracdo permitira alcancar elevada sensibilidade, conforme requerido pelos valores
estipulados pela Diretiva (UE) 2020/2184, referente a agua de consumo humano como pelo Decreto-Lei
n.° 236/98, relacionado com as aguas superficiais [53, 54]. Para ambos os modos de injecdo, aplicou-se
aionizagdo eletronica a 70 eV, operando numa gama de massas (7/z) entre 45 e 550 Da com um potencial
multiplicador de 1200 V.

E importante notar que se observou um deslocamento nos tempos de retengdo de todos os compostos
quando analisados no PTV. Uma injecao do padrdo em modo fisll-scan permitiu confirmar que, apesar
desse desvio, os espetros de massa obtidos correspondiam aos analitos em estudo. Para garantir a detegéo
adequada, foram realizadas inje¢des em modo full-scan, com uma maior regularidade ao longo do
estudo, assegurando que as janelas do modo SIM incluiam os analitos de interesse.
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Tabela 4.2- Pardmetros analiticos do modo de injecao splitless e LVI e os tempos de retengdo para cada OP.

Parametros Analiticos Splitless PTV (LV]

Tempo de vent: 150 mL/min (0
Pressao: 10,4 psi psi nos primeiros 30 seg)

Seringa: 10 pL (injecdo de 2pL) Pressao: 14,3 psi

Seringa: 100 pL (injecdo de 20uL)

Injecio

40 °C (0,35 min de isotermia) a
Programa de injecio 270 °C 320 °C (600 °C/min, 3 min de
isotermia) até 200 °C (50 °C/min)

Forno 60 °C (1min de isotérmica) até 300 °C (20 °C/min, 1 min de isotérmica)

Etoprofos: 9,68 Etoprofos: 10,16
Diaziao: 10,65 Diaziao: 11,07
Metil-paratido: 11,30 Metil-paratido: 11,77
Malatiao: 11,61 Malatiao: 12,07
Clorpirifos: 11,77 Clorpirifos: 14,48

Tempo de retencio
(min)
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Figura 4.1- Cromatogramas obtidos por GC-MS da solugdo padrdo injetada em modo splitless a concentracdo 10 mg/L (a) e
em modo solvent vent (PTV) a 1 mg/L (b). 1. Etoprofos, 2. Diazido, 3. Metil-paratido, 4. Malatido, 5. Clorpirifos.
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4.2. Calibracao Instrumental

A partir de injecdes sucessivas de solugdes preparadas por diluicdo de solugdes com 5 mg/L e 1 mg/L
até obter uma razdo S/N de 3/1 e 10/1 determinaram-se respetivamente os LOD e LOQ para cada
composto usando os dois modos de inje¢do. No SL foram obtidos 0,01 < LOD < 0,04 mg/L ¢ 0,04 <
LOQ <£0,1 mg/L. Enquanto para o PTV obtiveram-se 0,075 <LOD <0,4 ug/Le 0,7 <LOD <1 pg/L.

Subsequentemente, construiram-se retas de calibragdo a partir da injecdo de dez solugdes padrio
contendo concentragdes compreendidas entre 3 e 0,05 mg/L, para o modo SL, e de onze solucdes padrio
com concentracdes compreendidas entre 50 e 0,75 pg/L para o PTV. Tendo em conta os resultados
obtidos foi possivel verificar uma boa linearidade para os cinco OPs em estudo, com um coeficiente de
determinacdo (+) superior a 0,9975 no SL e superior a 0,9963 no PTV.

A precisdo instrumental foi igualmente avaliada através de cinco injecdes consecutivas da mistura
padrdo com concentragdo de 0,5 mg/L, no SL, obtendo um RSD < 6,5 %, e com concentragdo de 7
pg/L, no PTV, obtendo um RSD < 8,7 %.

4.3. Otimiza¢do do método HFuE

Com os parametros instrumentais estabelecidos, prosseguiu-se para a otimizagdo das diferentes etapas
do método da HFpE, nomeadamente a eficiéncia do solvente de extracdo, tempo de retro-extracio,
velocidade de agitagdo, tempo de equilibrio, a polaridade e a for¢a idnica. Os parametros foram
estudados seguindo a abordagem OVAT, partindo das condi¢des experimentais padronizadas, descritas
na literatura: na fase de microextragdo: 1 h (1000 rpm), MeOH (0 %) e NaCl (0 %); ¢ na fase de
retroextracdo: 10 minutos sob tratamento ultrassonico [67, 80].

A eficiéncia de extragdo de cada etapa foi avaliada através da comparagdo entre as recuperagoes obtidas.
A recuperagdo indica a quantidade de compostos extraido pela técnica de microextragdo, permitindo
avaliar a influéncia destas etapas na eficiéncia da migracdo dos analitos para o solvente de extracdo ¢ a
sua dessorcdo no solvente organico de retroextracdo, que permite a posterior injecdo e analise dos
analitos por GC-MS.

4.3.1. Selecao do solvente

A selecdo do solvente de extragdo tem grande impacto no processo de microextragdo, influenciando
diretamente a afinidade dos analitos presentes na matriz com a fase extratora, isto €, a seletividade do
solvente com os analitos em estudo. O solvente selecionado deve ser imiscivel com a agua, garantindo
a formacdo de uma segunda fase, facilitando a difusdo dos analitos presentes na matriz para o dispositivo
de microextracdo. Além disso, deve ser pouco volatil para minimizar perdas por evaporagdo, tanto entre
a etapa de preparagdo da fibra e o inicio do processo de microextragdo, durante as quais o solvente
permanece exposto a temperatura ambiente, como durante a inje¢do no GC-MS [67, 81].

A selecao dos solventes a utilizar teve por base os trabalhos referidos na literatura, onde estudaram
compostos similares assim como matrizes idénticas, e a disponibilidade dos mesmos em laboratorio.
Com os parametros anteriormente descritos fixos, foram testados sete solventes organicos (Tol, DCM,
EtAc, n-Cs, n-Cs, n-Cs e n-Co) ¢ avaliada a respetiva seletividade para com os cinco OPs em estudo. Os
ensaios foram realizados em triplicado. No grafico da Figura 4.2, é possivel visualizar as recuperagdes
médias obtidas utilizando os diferentes solventes na extragdo dos analitos-alvo.
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Figura 4.2- Estudo da seletividade dos diferentes solventes testados na recuperacdo dos OPs em estudo, em meio aquoso, obtido
por HFUE-pLD/GC-MS(SIM). Ensaios realizados em triplicado. Condigdes experimentais: microextragdo, 1 h (1000 rpm);
retroextracdo, 10 min sob tratamento ultrassonico. As barras de erro representam o desvio padrdo de trés replicados.

A andlise inicial dos resultados obtidos permite destacar que os solventes n-Cs, n-Cs e n-Co aparentam
proporcionar uma melhor resposta analitica. Avaliando ao pormenor, foi possivel verificar que os
solventes n-Cy e n-Cs demonstraram um desempenho muito superior para os analitos clorpirifos e
diazido obtendo as respetivas recuperagdes de 50 % e 64 %, utilizando o n-Co, e de 49 % e 66 %,
utilizando n-Cs. O Tol, demonstrou ser o solvente mais eficiente na extracdo do metil-paratido,
apresentando uma recuperagao média superior a 20 %. No caso do malatido, trés solventes apresentaram
recuperagdes semelhantes, sendo estes o n-C7, 0 DCM e o Tol, apresentando todos uma recuperacao
superior a 20 %. Por sua vez, o etoprofos apresentou uma recuperagdo mais elevada, superior a 45 %,

quando utilizado n-Cs.

A partir destes ensaios preliminares, verificou-se que os solventes n-C;, n-Cs e n-Co apresentaram
resultados que os destacaram dos restantes. No entanto, durante a realiza¢do destes ensaios verificaram-
se problemas instrumentais, nomeadamente a placa de agitacdo apresentava velocidades de extragdo
variaveis para as diferentes posigdes (visivel a olho nu ao observar a rotagdo da HFE), influenciando
assim a eficiéncia do processo extrativo de alguns dos ensaios.

Tendo em conta essa situacao, realizaram-se novos ensaios de extragcdo utilizando apenas estes trés
solventes com o intuito de selecionar até dois solventes para prosseguir para as etapas de otimizagdo
seguintes. Os resultados obtidos com estes ensaios podem ser observados na Figura 4.3.
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Figura 4.3- Estudo da seletividade de trés solventes testados (n-C7, n-Cs e n-Co) na recuperagdo dos OPs em estudo, em meio
aquoso, obtido por HFpE-uLD/GC-MS(SIM). As analises foram efetuadas em triplicado. As barras de erro representam o
desvio padrdo de trés replicados.
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Por analise do grafico de barras, foi possivel verificar que as melhores recuperagdes foram atingidas
utilizando os solventes 1n-Co ¢ n-Cs, obtendo, respetivamente, recuperagdes superiores a 55 % e 65 %
para o clorpirifos, superiores a 50 % e 50 % para o diazido e para o metil-paratido, superiores a 9 %, e
7 %. No caso do etoprofos, a melhor recuperagao foi obtida utilizando n-C; e n-Cs, obtendo recuperagoes
superiores a 20 % com ambos os solventes. No caso do malatido, com os solventes n-C; e n-Co
obtiveram-se recuperagdes de 14 % e 10 % respetivamente. De uma forma geral, o n-C;7 apresentou
valores de recuperacdo significativamente inferiores aos dos outros dois solventes.

Posteriormente, ao avaliar a precisao atendendo aos valores de RSD (%), verificou-se que os solventes
n-Cs e o n-Cy apresentavam valores mais robustos, com RSD inferiores a 20 %. Os valores observados
variaram entre 3,2 % e 14,5 % para o n-Cs ¢ entre 3,6 % e 14,6 % para o n-Co. Pelo contrario, o solvente
n-C; apresentava valores de RSD mais elevados, variando entre 7,7 % ¢ 26,4 %.

Assim sendo, os solventes n-Cg e n-Co demonstraram ser os mais eficientes na extragdo dos OPs, sendo
os selecionados para proceder com a otimizagao.

4.3.2. Otimizagdo da etapa de retroextragao

Selecionados os melhores solventes, n-Cs e n-Co, prosseguiu-se para a otimizacdo da etapa de
retroextragdo. A otimizacao do tempo de retroextragdo permite aferir o periodo necessario de tratamento
ultrassonico para ocorrer a dissolugdo maxima dos analitos presentes no dispositivo HFUE para o
solvente de retroextracdo presente no insert. Esta etapa € crucial para garantir que os analitos s@o
eficientemente recuperados e que possam ser posteriormente injetados ¢ analisados no GC-MS. Com
base na literatura, foram estudados tempos de sonificagdo 2, 5, 10 e 15 minutos, com ambos os solventes,
mantendo os restantes parametros fixos. Os ensaios foram realizados em triplicado. Os resultados
obtidos podem ser observados no grafico da Figura 4.4.
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Figura 4.4- Efeito do tempo de retroextragdo na recuperagdo dos OPs em estudo, em meio aquoso, obtido por HF uE-uLD/GC-
MS(SIM) utilizando os solventes de extragdo n-Co e n-Cs. Ensaios realizados em triplicado. Condi¢cdes experimentais:
microextra¢do, 1 h (1000 rpm). As barras de erro representam o desvio padréo de trés replicados.

Por observagdo dos resultados obtidos foi possivel verificar que um tempo de retroextracdo de 15
minutos proporcionou a melhor recuperagdo para o clorpirifos, obtendo uma recuperagdo de 111 %, ¢
para o diazido, com uma recuperacao de 87 %, utilizando o solvente n-Co. Contudo, durante o processo
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de extragdo desta solucdo, observou-se uma instabilidade da placa de agitagdo. Dado que essa condigdo
resultou num valor de RSD superior a 20 %, optou-se por descartar esta opgao.

Por sua vez, verificou-se que os tempos de retroextragdo de 5 minutos apresentaram melhores resultados
para todos os OPs. Contudo, ao comparar com os resultados obtidos apds 2 minutos de sonificacao,
observou-se que a eficiéncia de extracao foi semelhante, mas com um tempo mais curto. Neste sentido,
foi selecionado um tempo de retroextracdo de 2 minutos para os préximos ensaios de otimizagdo, que
ofereceu boa eficiéncia de extracdo e elevada precisao, com 1,8 % < RSD < 4,3 %. Optou-se ainda por
continuar a testar os dois solventes, n-Csg ¢ n-Co, nos ensaios seguintes, pois nao se obtiveram resultados
que justificassem a selecdo de apenas um deles.

4.3.3. Otimizagao da etapa de microextracao

Concluida a otimizacdo da fase de retroextragdo, prosseguiu-se para a otimizagdo dos parametros que
compdem a etapa de microextragdo. A eficiéncia da microextragdo depende do equilibrio entre os
analitos na fase aquosa e a fase extratora, sendo influenciada por pardmetros como a velocidade de
agitacdo, o tempo de equilibrio, a polaridade e a forca idnica [67, 82].

4.3.3.1 Efeito da velocidade de agitagdo

A velocidade de agitacao representa um papel importante na influéncia da cinética de transferéncia dos
analitos como também no comportamento cinético dos analitos para com a fase extratora, uma vez tratar-
se de uma metodologia de extragdo por flutuagao.

A velocidade ideal tera de maximizar a eficiéncia de extracdo, salvaguardando a integridade do
mecanismo extrator. Tipicamente, uma velocidade de agitacdo mais elevadas favorece a transferéncia
dos analitos da matriz para a fase extratora. No entanto, se a velocidade de agitacdo for excessiva, pode
comprometer esse processo de transferéncia ao reduzir a area de contacto entre a matriz e solvente de
extragdo, afetar a flutuacdo da fibra, gerar bolhas de ar na fibra, entre outras razoes. Tal pode reduzir a
eficiéncia de extragao e, consequentemente, a precisao do método extrativo [65, 67]. Neste sentido foram
realizados ensaios para cinco velocidades de extragdo: 800 rpm, 1000 rpm, 1200 rpm, 1400 rpm e 1600
rpm, com os solventes n-Csg e n-Co.

Com base nos resultados obtidos (Figura 4.5) foi possivel verificar que utilizar velocidades de agitagao
mais baixas (800 rpm, 1000 rpm e 1200 rpm), baixava significativamente a recuperagdo de todos os OPs.
Este fendmeno pode ser explicado pela velocidade utilizada ser insuficiente para promover a difusdo
dos analitos presentes da matriz para a fase extratora. No entanto, ao testar a velocidade 1600 rpm,
observou-se um aumento significativo na recuperacdo dos analitos clorpirifos e diazido, utilizando com
o solvente o n-Cs. Para os restantes analitos, esta velocidade ndo se destacou das restantes, no entanto,
para os analitos metil-paratido e malatido, notou-se uma ligeira melhoria. Verificou-se um RSD entre
3,3% e 7,3 % para o n-Cs e, entre 2,8 % ¢ 15,2 %, para o n-Co. Desta forma, optou-se por selecionar
otimizar com 1600 rpm, que de uma forma geral proporcionou os resultados mais favoraveis, e decidiu-
se prosseguir com os dois solventes.

33



120

800 rpm/n-Co
100 800 rpm/n-Cs
2 80 1000 rpm/n-Co
& -
g I . 1000 rpm/n-Cs
§ 60 . I 711 m 1200 rpm/n-Co
R~ 40 II 1200 rpm/n-Cs
X
| 1400 rpm/n-Cy
20 = ® 1400 rpm/n-Cs
iralihl Tkl
0 | T maml | ] ‘a'iln ® 1600 rpm/n-Co
Etoprofos Diazido Metil-paratido Malatido Clorpirifos B 1600 rpm/n-Cs

Figura 4.5- Efeito da velocidade de agitagdo na recuperagdo dos OPs em estudo, em meio aquoso, obtido por HFpE-pLD/GC-
MS(SIM), utilizando os solventes de extragdo n-Cs ¢ n-Co. As analises foram efetuadas em triplicado. Condi¢des experimentais:
1 h microextragdo; retroextra¢do, 2 min sob tratamento ultrassonico. As barras de erro representam o desvio padrao de trés
replicados.

4.3.3.2 Efeito do tempo de equilibrio

Para otimizar esta etapa foram estudados diferentes tempos de equilibrio: 1, 2, 3 e 4 h utilizando uma
placa de agitacdo. A otimizagdo deste parametro tem como objetivo assegurar uma recuperagao eficiente
durante o processo de extragdo, influenciada pela cinética do processo de transferéncia entre a matriz
aquosa da amostra e o solvente presente no interior do aparelho de microextracdo. Uma vez que o tempo
a que os analitos sdo expostos a cinética de extragdo é uma etapa crucial para a eficiéncia da extracio.
Os resultados obtidos podem ser observados na Figura 4.6.
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Figura 4.6- Efeito do tempo de equilibrio na recuperagdo dos OPs em estudo, em meio aquoso, obtido por HFuE-pLD/GC-
MS(SIM) utilizando os solventes de extracdo n-Cy e n-Cs. Ensaios realizados em triplicado. Condigdes experimentais:
microextragdo, 1600 rpm,; retroextragdo, 2 min sob tratamento ultrassonico. As barras de erro representam o desvio padrio de
trés replicados.

Tendo em conta os resultados obtidos foi possivel observar um aumento da recuperagdo média quando
a extracdo foi realizada a 1 e 3 horas. No entanto, utilizando 4 horas de extracdo, observou-se uma
recuperagao significativamente mais baixa de muitos dos OPs estudados, que podera estar relacionada
com a ocorréncia do fendmeno wall-effect. Para os analitos etoprofos, metil-paratido e malatido, a

melhor recuperacao foi alcangada utilizando apenas 1 hora de extragdo, com ambos os solventes.
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Embora a extragdo realizada durante 1 hora tenha demonstrado ser a mais eficiente para trés dos analitos
e também tenha permitido uma boa recuperagdo para os outros dois analitos alvo, decidiu-se realizar
novos testes para confirmar se esta seria a opgao ideal. Além disso, foi possivel observar diferencas
significativas entre os dois solventes testados. O solvente n-Cs atingiu valores maximos de recuperagio
em 2 horas, enquanto o n-Co necessitou de 3 horas para atingir o seu valor maximo de recuperagao. Com
base nestes resultados, optou-se por continuar com ambos os solventes, realizando um teste adicional
para avaliar o tempo de equilibrio ideal. Este teste (Figura 4.7), consistiu em reavaliar a eficiéncia de
extragdo utilizando n-Cg durante 1 e 2 horas, e n-Cy durante 3 horas.
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Figura 4.7- Estudo do tempo de equilibrio nas seguintes condi¢des: n-Cs: 1 h e 2 h; n-Co: 3 h, na recuperagdo dos OPs em
estudo, em meio aquoso, obtido por HFuUE-uLD/GC-MS(SIM). As analises foram efetuadas em triplicado. As barras de erro
representam o desvio padrdo de trés replicados.

Analisando os resultados apresentados verificou-se que as melhores recuperagdes foram alcangadas com
2 horas de extracdo, utilizando o n-Cs, que apresentaram valores de RSD satisfatérios, entre 3,3 % e
14,9 %. Assim, foi selecionada 2 h de microextragdo para prosseguir com os restantes ensaios bem como
o solvente n-Cs.

4.3.3.3 Efeito do modificador organico

A polaridade ou, o efeito do modificador orgénico, foi estudada uma vez que a extragdo pode ser
influenciada por um fendmeno muito comum conhecido como “wall-effect”, no qual, o analito fica
adsorvido as paredes do frasco de amostragem, condicionando a eficiéncia de extragao [80].

A adi¢do de um modificador organico, como o MeOH, altera a polaridade da matriz, tornando-a mais
orgdnica e aumentando a solubilidade dos analitos na fase aquosa, € minimizando a sua adsorcdo as
paredes do frasco facilitando a sua extragdo [80, 82]. Este fenomeno tende a beneficiar a extracao de
analitos mais apolares, ou seja, com log Komw elevados (log Komw > 5). No entanto, a adi¢do de
concentracdes excessivas de MeOH pode afetar o equilibrio entre a matriz e o aparelho extrator, afetando
a particao para o solvente de extragdo e comprometendo o processo extrativo [80, 82, 83].

Para avaliar o impacto do efeito do modificador orgénico, foram realizados ensaios adicionando MeOH
0, 5,10 e 15 % de MeOH, estando os resultados apresentados na Figura 4.8.
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Figura 4.8- Efeito do modificador orgénico na recuperagdo dos OPs em estudo, em meio aquoso, obtido por HFpE-pLD/GC-
MS(SIM). As andlises foram efetuadas em triplicado. Condig¢des experimentais: 2 h (1600 rpm); retroextracdo, 2 min sob
tratamento ultrassonico. As barras de erro representam o desvio padréo de trés replicados.

Observando os resultados obtidos foi possivel notar que a adicdo de 10 % de MeOH destacou-se dos
restantes resultados, evidenciando uma melhor extragdo dos cinco analitos em estudo. Para os analitos
etoprofos, metil-paratido e malatido, notou-se que a diferenca na recuperacdo entre a ndo adicao e a
adicdo de 10 % de MeOH foi reduzida ou até mesmo insignificante. O que seria expectavel, uma vez
que estes trés compostos sdo 0s mais polares e por isso a adicdo de MeOH ndo ird beneficiar o seu
processo extrativo.

Da mesma forma, o destaque na extracao do clorpirifos com 10 % MeOH também era expectavel por se
tratar de um analito apolar. Os resultando sugerem ainda que a adigdo de uma maior quantidade de
MeOH (15 %) comprometeu o processo extrativo de todos os OPs, apresentando valores de recuperacao
extremamente baixos (1,5 %) ou na impossibilidade de extrair alguns dos OPs. Assim, a adi¢do de 10 %
MeOH demonstra ser a alternativa mais eficiente na recuperacdo e por isso foi a selecionada para
prosseguir com o trabalho.

4.3.3.4 Efeito da forga idnica

Outro pardmetro importante com grande influéncia no processo extrativo ¢ o efeito da for¢a iénica. Estes
ensaios sdo conduzidos através da adi¢do de um eletrélito, o NaCl, que gera um fenomeno conhecido
por salting-out. A adi¢do do NaCl, aumenta a forca i6nica na solu¢ao, aumentando a particao dos analitos
e facilitando a sua migrago para o mecanismo extrator, aumentando a eficiéncia de recuperagdo. Este
fenémeno favorece principalmente compostos polares, ou seja, com log Ko/ mais baixos [83-85].

Desta forma, os ensaios conduzidos consistiram na adi¢do de 0, 5, 10 e 15 % de NaCl e os resultados
estdo apresentados na Figura 4.9.
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Figura 4.9- Efeito da forga idnica da matriz na recuperagdo dos OPs em estudo, em meio aquoso, obtido por HFuE-uL.D/GC-
MS(SIM). As andlises foram efetuadas em triplicado. Condig¢oes experimentais: 2 h (1600 rpm); retroextragdo, 2 min sob
tratamento ultrassonico. As barras de erro representam o desvio padrdo de trés replicados.

A partir da andlise do grafico, com a adi¢@o de 10 % de NaCl observou-se uma melhoria na extragao de
todos os analitos a excecdo do clorpirifos. Para este analito, os ensaios sem NaCl proporcionaram uma
melhor recuperacdo, como era expectavel, j& que se trata de um analito apolar. Adicionalmente,
verificou-se que a adicdo de 15 % NaCl teve um impacto negativo no processo de extragao, resultando
num decréscimo da recuperagdo de praticamente todos os analitos. Esta diminui¢do da eficiéncia de
extracdo podera ser justificada pelo aumento excessivo da solubilidade dos analitos na matriz aquosa,
comprometendo a particdo dos analitos para o mecanismo extrator.

Pelo contrario, a adi¢do de 10 % NaCl mostrou-se a mais eficaz, demonstrando um adequado salting-
out, que diminui a solubilidade dos analitos na matriz e facilita a sua extragdo. Assim sendo, seguiu-se
a otimizacao com a adi¢ao de 10 % de NaCl.

4.3.4. Efeito da dual-HFpE

Por fim, como os analitos em estudo apresentam diferentes polaridades, e demonstraram ser
influenciados de forma distinta pelos diferentes parametros de otimizagao decidiu-se estudar a aplicagéo
do dual- HFpE. Para tal, utilizaram-se simultaneamente duas membranas de HFUE (dual HFpE) por
amostra, com o objetivo de aumentar a capacidade de extracdo e a seletividade do processo, seguindo
as condi¢Oes previamente otimizadas.

Primeiramente, comecou-se pela utilizagdo de dois dispositivos com o mesmo solvente, n-Cs:n-Cs,
aumentando a cinética da microextragdo. De seguida, realizaram-se testes usando na mesma as duas
membranas de HFUE, mas cada uma com um solvente diferente, nomeadamente n-Cs:DCM e n-Cg:Tol.
A otimizagdo desta etapa foi efetuada usando uma mistura dos respetivos solventes (1:1, v/v; 100 pL)
[86].

De acordo com os resultados obtidos (Figura 4.10) verificou-se que a utilizacdo da dual n-Cs:n-Cg nao
apresentou diferencgas significativas nos resultados obtidos apresentando recuperagdes entre 14 % e 77
%. Destacando que essa combinagdo ndo teve particular influéncia nos compostos etoprofos, metil-
paratido e malatido, que tendem a demonstrar uma menor seletividade de extragdo desde o inicio da
otimizagdo, nomeadamente uma recuperacao inferior a 40 %.
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Figura 4.10- Efeito da dual-HF n-Cs:n-Cs e dual-HF com diferentes solventes (n-Cs:Tol; n-Cs:DCM) na recuperagdo dos OPs
em estudo, em meio aquoso, obtido por HFpPE-uLD/GC-MS(SIM). As analises foram efetuadas em triplicado. Condigdes
experimentais: 2 h (1600 rpm); retroextracéo, 2 min sob tratamento ultrassonico. As barras de erro representam o desvio padrio

de trés replicados.

Da mesma forma a combinacdo dual n-Cs:DCM também ndo se destacou das restantes, com
recuperagoes compreendidas entre 12 % e 79 %, nem promoveu uma melhor recuperacdo dos trés
analitos mencionados anteriormente, com recuperagdes inferiores a 30 %. Contudo, a utilizacao de dual
com 7-Cs:Tol demonstrou ter uma recuperacao notavel, com valores compreendidos entre 37 % e 83 %,
permitindo aumentar a seletividade da extracdo dos analitos etoprofos, metil-paratido e malatido, que
obtiveram recuperacdes de 37 %, 83 % e 61 % respetivamente, assim como manter os niveis de
seletividade dos restantes analitos em estudo. Assim sendo, as melhores recuperagdes foram obtidas
utilizando a dual n-Cg:Tol, para todos os analitos em estudo, apresentando ainda valores aceitaveis de
RSD, entre 2,6 % ¢ 8,4 %, sendo por isso os solventes selecionados.

Por fim, para confirmar a eficiéncia de extracdo dos parametros selecionados, efetuou-se uma analise
extra que consistiu na andlise de seis replicados aplicando as condig¢des previamente selecionadas

(Figura 4.11).
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Figura 4.11- Parametros otimizados para a microextragdo por HFUE-uLD/GC-MS dos OPs em estudo, em meio aquoso. As
analises foram efetuadas em seis replicados. Condi¢des experimentais: (7-Cs:Tol) 2 h (1600 rpm); retroextragdo, 2 min de
tratamento ultrassonico. As barras de erro representam o desvio padrdo de seis replicados.
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Os resultados obtidos permaneceram concordantes com os apresentados previamente, permitindo obter
recuperagoes entre 32 % e 88 %, com valores de RSD muito aceitaveis, entre 3,2 % e 11,6 %. Desta
forma, ficaram estabelecidas as condi¢des otimizadas apresentadas na Tabela 4.3, que serdo utilizadas
na validagdo da metodologia dual-HFuUE-uLD/GC-MS(SIM).

Tabela 4.3- Resumo das condigdes otimizadas para o método desenvolvido.

Solventes de extracio n-Cs:Tol; 1:1, v/v
Velocidade de agitagdo (rpm) 1600
Tempo de equilibrio (h) 2
Microextracao
MeOH (%) 10
NaCl (%) 10
Retroextracao Tempo (min) 2

4.4. Validagao da dual-HFpE-pLD/GC-MS(SIM)

Concluida a etapa de otimizagao, e determinadas as condi¢des 6timas para a analise dos cinco OPs alvo,
procedeu-se a validacdo da metodologia proposta. Nesta etapa foram avaliados os parimetros:
sensibilidade, linearidade, seletividade e precisdo. Para o efeito, os ensaios foram realizados em 25 mL
de 4gua ultrapura sob as condi¢des otimizadas, microextragdo: solvente n-Cg:Tol; 1:1, v/v, 2 h (1600
rpm), 10 % MeOH, 10 % NaCl; retroextracao: 2 minutos sob tratamento ultrassonico, fortificados com
solugdo padrdo dos OPs.

4.4.1. Sensibilidade e linearidade

A sensibilidade do método foi avaliada através dos LODs e LOQs que foram determinados através da
inje¢do sucessiva de solugdes padrdo com concentragdes decrescentes, até que S/N atingisse uma razao
de 3/1 de 10/1 respetivamente.

As retas de calibragdo foram construidas através da inje¢do de onze niveis de concentragio,
compreendidos entre 0,07 - 5,00 pg/L, das quais foi possivel obter coeficientes de determinagdo
aceitaveis para os cinco OPs, 7 > 0,9947. Na Tabela 4.4 ¢ possivel observar os resultados anteriormente
mencionados.

A presente metodologia apresentou valores de LOD de 0,07 pg/L para o etoprofos, de 0,03 ug/L para o
diazido e para o clorpirifos, de 0,05 pg/L para o metil-paratido e de 0,10 pg/L para o malatido.
Relativamente ao LOQ, os analitos diazido e clorpirifos apresentaram o valor 0,07 pg/L, o etoprofos
0,30 pg/L, o metil-paratido 0,20 pg/L e por fim, o malatido apresentou o valor mais elevado, de 0,50

ng/L.

Tendo em conta a Diretiva (UE) 2020/2184, referente a agua para consumo humano, verificou-se,
individualmente, que apenas dois dos OPs estudados, nomeadamente o diazido e clorpirifos, atendem
ao critério legal de um LOQ igual ou inferior a 0,10 pg/L [53]. Assim, seria possivel quantificar de
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forma confiavel a presenca destes dois pesticidas numa amostra de agua, ¢, com base nos resultados
assegurar que o seu consumo seja seguro. Além disso, considerando o limite regulamentar para
pesticidas totais, fixado num LOQ igual ou inferior a 0,50 pg/L, o conjunto dos cinco analitos também
ndo atenderia a legisla¢do, uma vez que a soma dos LOQs (1,14 pg/L) ultrapassa o valor permitido por
lei.

Tabela 4.4- Gama linear e valores de LOD, LOQ e 12 das recuperagdes dos diferentes valores de fortificagio em dgua ultrapura
obtidos por dual-HFpE(n-Cs:Tol)-uLD/LVI-GC-MS(SIM) sob condigdes experimentais otimizadas.

Gama Linear

Analitos Recuperacio (%) LOD (ug/L) LOQ (ng/L) (ug/L)
Etoprofos 40 % 0,07 0,30 0,9947
Diaziao 72 % 0,03 0,07 0,9983
Metil-Paratido 78 % 0,05 0,20 0,07 - 5,00 0,9968
Malatifio 61 % 0,10 0,50 0,9974
Clorpirifos 83 % 0,03 0,07 0,9983

Por sua vez, de acordo com o Decreto-Lei n.° 236/98, referente a monitorizagao de aguas superficiais
seria possivel detetar e quantificar com confianga a presenga de todos os pesticidas estudados, por
apresentarem um LOQ igual ou inferior ao limite regulamentado de 0,5 pg/L, estabelecido para os
pesticidas individuais [54]. Da mesma forma, para o conjunto dos cinco pesticidas analisados, a
regulamentacdo referente ao limite total, fixado a 2,5 ug/L, seria cumprida, dado que o somatdrio dos
LOQs (1,14 pg/L) encontra-se abaixo do valor estabelecido por lei.

4.4.2. Seletividade e precisao

A seletividade do método foi avaliada através da aplicagdo da metodologia otimizada a amostras em
branco, verificando-se, nos tempos de retencao dos cinco OPs, a auséncia de possivel interferente. Desta
forma foi possivel confirmar que o método de extragdo utilizado ¢ seletivo para os analitos em estudo.

A precisdo da metodologia foi também determinada através de ensaios de repetibilidade e precisao
intermédia, calculada através do RSD (%) para cinco e trés ensaios, respetivamente, apresentando trés
niveis de concentragda, 0,5; 1,0 e 5,0 ug/L. Os ensaios de precisdo intermédia foram realizados através
de trés replicados por dia em trés dias consecutivos. Os ensaios de repetibilidade foram realizados no
mesmo dia, por cinco replicados. Os resultados podem ser observados na Tabela 4.5.

Os resultados obtidos foram avaliados com base nos critérios estabelecidos pela Diretiva 98/83/CE,
revogada pela Diretiva (UE) 2020/2184, mas cujos requisitos, incluindo o valor do RSD (%) < 25%,
permanecem validos até que novas definigdes sejam estabelecidas [53, 87]. Desta forma, os valores
obtidos demonstram bons niveis de repetibilidade, com RSD < 18,8 % e, de precisdo intermédia, com
RSD < 18,3 %, seguindo as condigdes experimentais otimizadas. Além disso, verificou-se uma boa
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eficiéncia de extragéo para os cinco OPs, obtendo valores de recuperagdo compreendidos entre 40 % e
83 %.

Tabela 4.5- Valores de repetibilidade e precisdo intermédia, expressos como RSD (%), das recuperagdes dos diferentes valores
de fortificagdo, em agua ultrapura, obtidos por dual-HFuE(n-Cs:Tol)-uLD/LVI-GC-MS(SIM) sob condi¢des experimentais
otimizadas.

OPs Nivel de concentracio Intra-dia Inter-dia

(ng/L) Repetibilidade (RSD, %) Precisio (RSD, %)

5,0 7,6 % 11,1 %

Etoprofos 1,0 12,4 % 11,2 %

0,5 17,9 % 15,7 %

5,0 10,6 % 11,5 %

Diazido 1,0 15,2 % 15,3 %

0,5 17,6 % 14,8 %

5,0 12,4 % 9,2 %

Metil-paratido 1,0 15,6 % 9,9 %

0,5 18,7 % 18,3 %

5,0 14,4 % 10,2 %

Malatifio 1,0 18,3 % 10,0 %

0,5 18,8 % 15,1 %

5,0 12,4 % 9,2 %

Clorpirifos 1,0 13,7 % 10,0 %

0,5 11,1 % 16,1 %

4.5.  Aplicagdo do método a matrizes reais

A metodologia, dual-HFuUE (n-Cs:Tol)-uLD/LVI-GC-MS(SIM), previamente otimizada ¢ validada, foi
aplicada a matrizes reais para demonstrar a sua eficicia. As matrizes reais, por serem amostras
complexas, permitem avaliar a capacidade analitica da metodologia. Para quantificagdo ¢ de modo a
reduzir o efeito matriz, utilizou-se o método de adigdo padrao (SAM, do inglés Standard Addition
Method), que consiste na fortificacdo das amostras reais com solugdes padrao contendo os analitos em
estudo. Desta forma, foram analisadas diferentes matrizes reais, nomeadamente amostras de agua de
torneira, de estuario e de ETAR, fortificadas com 100 uL de solugdes padrao preparadas em quatro
niveis de concentragdo, compreendidos entre 0,25 — 5,00 mg/L. Antes da fortificagdo, ndo foi
identificado nenhum caso de contaminagdo natural nas matrizes reais, isto €, nenhum dos cinco OPs foi
detetado em nenhuma das matrizes estudadas, como era esperado, uma vez que quatro destes pesticidas
ja estdo proibidos na Unido Europeia. Para garantir o controlo da metodologia analitica, foram realizadas
analises de brancos.

Nas tabelas 4.6 e 4.7 encontram-se descritos os resultados obtidos nestes ensaios, incluindo os valores
de 7? e as eficiéncias de extragdo para os cinco OPs.

41



Tabela 4.6- Valores de recuperagao média (R (%) £ RSD (%)) para os cinco OPs em estudo em amostras de agua de ETAR, de
torneira e de estuario (Porto Brandao) pelo método SAM, sob as condi¢des experimentais otimizadas e validadas.

Recuperacio (%) = RSD (%)

Compostos - - -
Agua da torneira Agua de estuario Agua de ETAR
Etoprofos 31,1+5,7 28,1+74 30,6 + 8,7
Diazido 74,1 +£4,0 73,1+2.1 75,0+9,1
Metil-Paratiao 71,1 £8,3 67,4+10,1 71,7+£8,4
Malatido 63,6 7,0 49,9 +47 63,1+12,0
Clorpirifos 87,7+ 4,6 85,4+82 88,7+9,3

Tabela 4.7- Valores de 72 para os cinco OPs em estudo em amostras de 4gua de ETAR, de torneira e de estuario (Porto Brandao)
pelo método SAM, sob as condi¢des experimentais otimizadas e validadas.

)
Compostos | . .
Agua de Torneira Agua de estuario Agua de ETAR
Etoprofos 0,9988 0,9976 0,9997
Diazido 0,9966 0,9953 0,9987
Metil-Paratido 0,9976 0,9983 0,9970
Malatido 0,9945 0,9977 0,9935
Clorpirifos 0,9995 0,9989 0,9964

Os resultados obtidos apresentaram boa linearidade (7> 0,9935) além de evidenciarem a elevada
seletividade e sensibilidade do método. No Anexo III, apresentam-se os cromatogramas das amostras de

agua de torneira, agua de estuario e agua de ETAR fortificadas (2,5 mg/L) e analisadas pela metodologia

proposta, ja otimizada e validada.
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4.6. Comparagao com outras técnicas de microextragao

Os resultados obtidos através da metodologia analitica proposta, otimizada e validada, foram
comparados com dados relatados na literatura sobre a extragdo de OPs utilizando diferentes técnicas de
microextragcdo, como HF-LPME, LPME, SPME e SBSE (Tabela 4.8).

Tabela 4.8- Comparagédo entre diferentes técnicas de microextragao usadas na analise de OPs. (O sinal (-) indica que a técnica
ndo possui a propriedade; o sinal (+) indica que a técnica possui a propriedade).

HF-LPME LPME SPME SBSE HFpE
Tempo de Equilibrio 30 min 20 min 40 min 60 min 120 min
LODs (pg/L) 0,04-0,44 20 0,03-0,05 0,01-0,24 0,03-0,10
Recuperacio (%) 110 - 115 45 96 - 102 42 40 - 83

Vantagens e desvantagens

Facil utilizacio - + - + +
Quimica verde + + + + +
Custo-beneficio + + - - +
Analise de rotina - - + + +
Extrair compostos
+ + + - +
polares e apolares
Presente
Referénci 88 89 90 91
cerene [55] [89] 50l o1 trabalho

A técnica HF-LPME ¢ reconhecida pela sua elevada seletividade e eficacia na extragdo de misturas
complexas, abrangendo tanto compostos polares como apolares No entanto, apresenta limitagdes
operacionais que podem dificultar a sua aplicagdo em analises de rotina. O processo de injecdo do
solvente na membrana e consequente remog¢ao exige um elevado nivel de conhecimento técnico, o que
pode constituir um desafio para operadores menos experientes. Além disso, a fragilidade da fibra oca
torna-se suscetivel a danos durante o manuseio, podendo resultar na perda de solvente e comprometer a
eficiéncia da extrag@o. A tabela apresentada, inclui dados de Menezes, H. C. et al. (2016), que aplicaram
esta técnica na analise de diferentes classes de pesticidas, entre as quais dois OPs estudados no presente
projeto, o metil-paratido (polar, obtida uma recuperagdo de 110 %) e o clorpirifos (apolar, obtida uma
recuperagdo de 115 %), tendo usado octanoato de etilo como solvente de extracao [88]. Por outro lado,
a técnica LPME, embora apresente um tempo de equilibrio menor, é limitada quando se pretendem
extrair amostras complexas, devido a presenca de possiveis interferentes na matriz. Além disso, por ndo
estar disponivel comercialmente dificulta a sua aquisi¢do e aplicagdes nas metodologias laboratoriais
padronizadas ou em analises em grande escala. Os dados apresentados por Khalili-Zanjani, M. R. et al.
(2008) provém de um projeto focado no estudo de OPs, dos quais apenas o metil-paratido (45 %)
coincidia com os compostos deste trabalho. Nesse estudo, foram analisados apenas compostos semi-

polares, o que facilitou o processo extrativo, sendo utilizado 1-undecanol como solvente de extragdo
[89].

Tanto a técnica SPME como SBSE sdo amplamente utilizadas na extragdo de pesticidas em diferentes
matrizes, permitindo uma excelente recuperagdo dos analitos, sendo também duas técnicas integrantes
da quimica verde. Contudo, a SPME apresenta limitagdes, como uma capacidade extrativa limitada pelo

material de revestimento da fibra e a necessidade de conhecimento técnico do operador durante o
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acondicionamento da fase sorvente. Além disso, a técnica pode danificar os sistemas instrumentais, uma
vez todos os compostos extraidos, incluindo interferentes, possam ser injetados diretamente no sistema
analitico, resultando na transferéncia de substincias indesejadas. Os resultados apresentados por
Sapahin, H. A. et al. (2019) foram obtidos num estudo sobre OPs em agua, permitindo obter uma
recuperagdo de 101 % para o diazido, de 96 % para o metil-paratido, de 98 % para o malatido e de 102
% para o clorpirifos [90].

Por sua vez, a técnica SBSE utiliza um revestimento limitado a um tnico polimero, o PDMS, o que
limita a sua seletividade, extraindo principalmente compostos com polaridade intermédia, embora
também consiga extrair compostos levemente polares. Os resultados apresentados na Tabela 4.9
referem-se a um estudo realizado por Penalver, A. et al. (2003) focado na monitoriza¢do de disruptores
quimicos enddcrinos presentes em amostras de agua, incluindo o malatido (42 %), um analito também
estudado no presente trabalho [91]. Apesar do malatido ser polar, a sua estrutura contém uma parte
hidrofobica (cadeia hidrocarbonada) que pode interagir com o PDMS. No entanto, essa técnica nao seria
a mais indicada para a analise deste composto.

Por fim, a técnica estudada, a HFuE, ao ser aplicada a um mais alargado numero de pesticidas,
demonstrou uma elevada eficiéncia analitica, além de apresentar uma 6tima relacdo custo-beneficio,
facilidade de manipulagdo e aplicabilidade em trabalhos de rotina. Destacou-se na extragdo dos OPs
devido a elevada seletividade, eficiéncia e capacidade de minimizar interferentes, superando as
alternativas SPME, LPME e SBSE. A HFUE permite um controle preciso das condi¢des de extragdo,
utilizando uma membrana oca seletiva que protege o solvente e enriquece os analitos-alvo, garantindo
uma elevada recuperacdo, mesmo em concentragdes vestigiais. Para além disso, a sua versatilidade e
flexibilidade torna esta técnica facilmente adaptavel a diferentes matrizes e analitos, incluindo
compostos com diversas polaridades. Em suma, a HFpE demonstrou ser uma técnica inovadora,
eficiente e altamente sustentavel, adequada para atender as atuais exigéncias das analises ambientais
como foi o caso do presente estudo dos OPs.

Relativamente aos valores obtidos neste projeto, apresentados na Tabela 4.9, ao analisarmos por analito,
para o malatido foi possivel obter uma recupera¢do média de 61 %, superior a obtida com a técnica
SBSE. Para o metil-paratido, a recuperagao média foi de 78 %, também mais elevada que a recuperagao
obtida com a LPME. Quando comparados com os resultados da técnica HF-LPME, os valores obtidos
foram inferiores: para o clorpirifos, a recuperagdo média foi de 83 % e para o metil-paratido, de 78 %.
Contudo, ¢ importante destacar que os resultados deste projeto foram fortemente influenciados por
diversos problemas instrumentais que ocorreram no decorrer do projeto. Acreditamos que, caso a
metodologia final desenvolvida tivesse sido aplicada sem essas condicionantes, os valores de
recuperagdo seriam consideravelmente mais elevados.
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5. Conclusoes e perspetivas futuras

O presente trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de uma metodologia analitica inovadora,
baseada na HFpE/GC-MS(SIM), para monitorizacao de cinco pesticidas organofosforados (etoprofos,
diazido, metil-paratido, malatido e clorpirifos) em matrizes aquosas.

Apos a otimizagao instrumental, procedeu-se a otimizagao (utilizando o modo de injecdo SL) e validacao
(com o injetor PTV) do método de extracdo HFpE-uLD. Este processo consistiu no estudo de diversos
pardmetros que poderiam interferir com as etapas de microextrac@o e retroextragdo. Durante o estudo
do solvente de extracdo o n-Cs foi selecionado inicialmente, no entanto, testando a possibilidade de
utilizar a dual-HFpE, a utilizacdo de duas fibras com uma mistura n-Cs:Tol (50:50; v/v), demonstrou
uma maior eficiéncia como seletividade de extragdo dos cinco OPs. As condigdes otimizadas para a
extracdo dos cinco OPs foram: microextracdo: solvente n-Cg:Tol; 1:1, v/v, 2 h (1600 rpm), 10 % MeOH,
10 % NacCl; retroextragdo: 2 min sob tratamento ultrassonico, utilizando 100 pL de solvente n-Csg:Tol;
1:1, v/v. Com os parametros otimizados foi possivel alcangar recuperacdes médias compreendidas entre
40 % e 83 % para os cinco OPs.

De seguida, procedeu-se a validagdo do método analitico em 4gua ultrapura, utilizando o injetor PTV.
Foi possivel obter LODs entre 0,03 ¢ 0,10 pg/L e LOQs entre 0,07 ¢ 0,50 ug/L. O estudo da linearidade
permitiu concluir que na gama de trabalho compreendida entre 0,07 e 5,00 pg/L, o método evidenciou
boa linearidade para todos os compostos, verificada através dos coeficientes de determinagdo (7>
0,9947). A seletividade do método extrativo foi confirmada pela auséncia de picos nos tempos de
retengdo correspondentes aos cinco OPs em estudo. Os valores de precisdo e repetibilidade variaram
entre 9,2 ¢ 18,3 % e 7,6 ¢ 18,8 %, respetivamente, estando todos de acordo com a Diretiva 98/83/CE
que define que o RSD (%) deve ser <25 %.

Ao comparar os resultados obtidos com a legislagao aplicavel a 4gua de consumo humano, verificou-se
que apenas dois dos analitos, nomeadamente o diazido e o clorpirifos, cumprem os critérios
estabelecidos na Diretiva (UE) 2020/2184, para limites individuais (LOQ < 0,1 pg/L). Contudo,
relativamente ao critério para a pesticidas totais (LOQ < 0,5 pg/L), o valor obtido utilizando a técnica
desenvolvida foi 1,14 ug/L, superando assim o valor permitido por lei. Assim, os métodos utilizados,
embora adequados para algumas aplica¢des, requerem maior sensibilidade analitica para atender as
exigéncias da legislagdo mais restritiva referente a agua potavel. Por outro lado, em comparagdo com a
legislagdo para aguas superficiais, definida pelo Decreto-Lei n.° 236/98, de 1 de agosto, todos os
resultados atendem ao critério definido. Foi possivel identificar individualmente os cinco pesticidas
cujos LOQs (0,07; 0,20; 0,30 e 0,50 pg/L) sdo inferiores ou iguais ao valor maximo admissivel de 0,5
pg/L. Da mesma forma, o somatorio dos LOQs de todos os pesticidas esta de acordo com limite
regulamentar para pesticidas totais, nomeadamente, o valor obtido de 1,14 pg/L para os pesticidas totais
estudados ¢ inferior ao valor limite estabelecido por lei de 2,5 pg/L.

Para avaliar a capacidade analitica da metodologia validada, esta foi aplicada a matrizes reais,
nomeadamente agua de ETAR, de torneira e de estuario (Porto Brandao). Através do método de adicao
padrdo as amostras foram fortificadas com solu¢Ges com concentra¢des conhecidas dos cinco analitos-
alvo entre 0,25 e 5 mg/L. Para a agua de torneira, registaram-se recuperacdes médias compreendidas
entre 31,1 € 87,7 % (RSD < 8,3 %; > > 0,9945). Na 4gua de estuario, do Porto Brand?o, as recuperacdes
médias variaram entre 28,1 € 85,4 % (RSD < 10,1 %; r*>0,9953). Para a 4gua de ETAR, as recuperagdes
médias situaram-se entre 30,6 € 88,7 % (RSD < 12,0 %; 7> > 0,9935). Desta forma, o método demonstrou
ser eficaz na detegdo e quantificacdo dos cinco OPs como também a sua robustez quando aplicado a
diferentes matrizes aquosas.
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Posteriormente, através da comparagdo dos resultados obtidos neste projeto com os da literatura foi
possivel concluir que algumas das técnicas de microextracao relatadas apresentaram LODs ligeiramente
inferiores e tempos de equilibrio menores. Contudo, a HFUE destacou-se pela elevada seletividade, que
contribui para a robustez do procedimento instrumental, ¢ pela simplicidade e capacidade para
microextrair simultaneamente cinco pesticidas com polaridades distintas.

Em suma, os objetivos propostos foram alcangados, nomeadamente desenvolver, otimizar e validar uma
metodologia alternativa que demonstrasse ser eficaz para a monitorizacdo vestigial de cinco OPs, e
consequente aplicagdo em matrizes reais. A metodologia proposta destacou-se pela grande seletividade,
sensibilidade na analise dos cinco OPs, demonstrando ainda de uma técnica simples, com um baixo
custo associado e um impacto ambiental negligenciavel.

Numa perspetiva futura, seria recomendavel replicar esta metodologia, agora otimizada, em condigdes
instrumentais mais estaveis, para avaliar melhor a sensibilidade da técnica. Além disso, seria interessante
comparar a HFuUE com outras técnicas, como a BANE, que permite utilizar diferentes fases sorventes
que podem ser vantajosas para o estudo dos analitos-alvo em questdo, que apresentam polaridades
distintas. Seria igualmente relevante aplicar a HFUE a novas matrizes aquosas, como agua de rega e
agua do mar, para avaliar o efeito matriz nessas condigdes especificas. Seria também interessante validar
a metodologia otimizada neste trabalho em diferentes matrizes alimentares (ex: vinho) e bioldgicas (ex:
urina) para avaliar a estabilidade destes compostos no ambiente bem como o seu processo de
metabolizacdo no organismo humano, o que poderia ser Util como método de detecdo de possiveis
contaminagoes.
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Anexos

Anexo - Calculos e conceitos cromatograficos

Constante de distribuicdo

O equilibrio da cromatografia pode ser facilmente compreendido através de uma equacao que descreve
a interacdo de um analito entre a fase mdvel e a fase estacionaria. Apos inje¢do no GC, a amostra sofre
parti¢do na coluna, o que € expresso pelo coeficiente de distribuicdo (K), uma constante de equilibrio
dependente das interagdes do analito com as duas fases e a temperatura [67]. A separa¢do dos analitos
ocorre mediante o seu transporte, pela fase movel, que ¢ por sua vez influenciado pelas diferentes
interagdes estabelecidas entre o analito ¢ a fase estacionaria.

Assim sendo, este coeficiente permite identificar a rapidez com que se move o analito pela coluna
cromatografica, dado pela seguinte equacao (Equagao L.I) [67, 72]:

C
K==
Cm
Equagao LI

Relaciona a concentragdo molar do soluto na fase estacionaria (Cs) e a concentragdo molar na fase movel
(Cy). O K sera constante sobre uma grande variedade de concentragdes de solutos, uma vez que Cs sera
indiretamente proporcional a Cy,. Assim sendo, valores mais altos de K refletem uma maior afinidade
do soluto pela fase estacionaria, traduzindo-se em tempos de reten¢do mais longos. Por outro lado,
compostos que ndo sdo retidos apresentam um K=0 [72].

Fator de capacidade (k)

Avalia o #r do analito na coluna, mais propriamente na fase estaciondria [72]. Esta equacdo (Equacdo
L.IT) permite relacionar o tempo em que o analito esteve na fase estacionaria e na fase movel.

k' = tr! _ tr—tm

tm tm

Equacao L.II

Nesta equagao, ty € referente ao fr do analito enquanto ty; ¢ o tempo morto ou tempo de retengao do
composto ndo retido, que representa o tempo minimo para cada composto, que ndo interaja com a fase
estaciondria, atravesse a coluna [77].

Para entender melhor estes conceitos, considere uma mistura contendo dois analitos, A e B. Apos a
inje¢do da amostra no sistema, cada composto interagira de forma distinta com a fase estaciondria,
resultando em tempos de retengdo diferentes, tgy € trg. Antes do aparecimento desses picos no
cromatograma, observa-se o ty;, que representa o tempo necessario para a fase movel atravessar a coluna
sem interagir com a fase estaciondria. O tempo gasto pela interagdo do analito com a fase estacionaria ¢
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definido como tempo de retengdo ajustado (tg"), € € obtido subtraindo do ty; ao respetivo tg. Podemos
visualizar esta explicag¢do na seguinte Figura [.I [92].

|
| | tR,
| : tR
|
I
|
I
g M -
k3 [
= |
=) |
S
: | /\
= |
n
|
Tempo
Figura LI- [lustragdo da separacdo de dois analitos por GC-MS. Retirado de [90].
Seletividade

A seletividade da fase estacionaria com a amostra, ou seja, a separacao dos analitos pode ser determinada
pela seletividade («) apresentando sempre um valor superior a 1. Esta grandeza pode ser definida pela
seguinte equacdo (Equagao LIII) [67]:

!
a = K B
—
K4
Equacao LIII

Onde K'g representa a constante de distribuigdo do composto mais fortemente retido (B), ¢ K’y do
composto mais rapidamente eluido (A). Quanto maior o valor de a, maior sera a seletividade da fase
estaciondria, resultando numa melhor separagdo. Valores de a proximos a 1, indicam que os analitos
possuem solubilidades semelhantes, dificultando a sua separagio [72].

Eficiéncia da coluna

A eficiéncia de uma coluna cromatografica esta associada a altura de um prato teérico (H) € ao nimero
de pratos teoricos (), sendo estas grandezas relacionadas pelo comprimento da coluna (L) (Equagéo
LIV) [67, 74, 93].
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Equagdo LIV

Cada prato teorico representa uma etapa de equilibrio do analito entre as duas fases. Assim sendo, a
eficiéncia de separagdo da coluna é maior (picos mais estreitos) quanto maior for o N e menor for H.
Esta eficiéncia ¢ influenciada por variaveis como o tipo de coluna, bem como as propriedades da fase
estacionaria e da fase movel [72, 94].

Em sistemas cromatograficos com picos simétricos que seguem uma distribuicdo gaussiana, a eficiéncia
cromatografica pode ser estudada através do N atendendo a seguinte equacao (Equagdo 1.V) [76]:

N =16 x (tR)Z
N w

Equacao L.V
Onde W corresponde a largura da base do pico [91].

Resolugdo

Sendo a cromatografia uma técnica utilizada para separagdo dos constituintes de uma mistura, & possivel
avaliar a eficiéncia separagdo da coluna entre dois picos adjacentes por meio da resolucao (Rs) expressa
pela seguinte equacdo (Equacao I.VI) [67, 72, 76]:

R _\/Nx(a—l) ( kg )
STy @ ) \kp +1

Equacao [.VI

Podemos observar a relagdo entre o fator de separac@o de dois solutos (@), o numero de pratos teoricos
(N) que formam a coluna e a resolu¢do (Rs). Quanto maior a resolu¢ao, maior a separagdo dos picos,

sendo um valor de R > 1,5 definido como uma separacao ideal [73, 76]. Nesta equacao, \/Tﬁ representa a

kp

a , : \ . a-1 ..
eficiéncia da coluna, g esta associado a retencdo, ¢ — reflete a seletividade [72].

pt1
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Anexos II- Espetros de massa caracteristicos dos OPs em estudo; retirado do NIST [95].
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Figura I1.V- Espetro de massa caracteristico do clorpirifos.
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Anexo III- Cromatogramas obtidos aplicando o método HFuE- pLD/LVI-GC-MS a matrizes

reais.
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Figura III.I- Cromatogramas obtidos por dual-HFpE(#n-Cs:Tol)-pLD/LVI-GC-MS(SIM), das amostras da agua de torneira (a),
de estuario (b) e da ETAR (c) fortificadas com 2,5 mg/L, nas condi¢des experimentais otimizadas. 1. Etoprofos, 2. Diazido, 3.
Metil-paratido, 4. Malatido, 5. Clorpirifos.
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