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Resumo

A utilizacdo excessiva de produtos fitofarmacéuticos na agricultura nas tltimas décadas
tem resultado na contaminagdo de recursos hidricos, impactando negativamente diversos
ecossistemas. Os piretroéides sdo compostos quimicos pertencentes a classe dos inseticidas,
amplamente utilizados atualmente para o controle de pragas de insetos. Apesar da baixa
toxicidade que esta classe de fitofarmacéuticos apresenta, a utilizagdo em larga escala promove a
contaminagdo pela acumulagdo progressiva nos solos agricolas e, consequentemente, a sua
infiltragdo nas aguas circundantes. Tendo em conta esta preocupagdo ¢ em conformidade com as
diretivas nacional e europeia, ¢ imprescindivel estabelecer metodologias analiticas eficazes e
sensiveis para reduzir o consumo de alimentos e agua contaminados por pesticidas que excedam
os limites permitidos pela legislacdo vigente, minimizando assim os impactos negativos na saude
publica e ambiental.

O presente trabalho consistiu no desenvolvimento, por meio da otimizacdo, validagdo e
aplicagdo a matrizes reais, de uma abordagem analitica inovadora baseada nos principios da
quimica verde, alternativa aos métodos convencionais, para a determinacdo de sete piretroides
(Aletrina, Tetrametrina, Bifentrina, Fenpropatrina, Lambda-Cialotrina, Cipermetrina ¢
Fenvalerato). Para esse efeito, recorreu-se a microextragdo em fibra oca seguida de
microdessor¢do liquida e cromatografia em fase gasosa acoplada a espetrometria de massa
(HFUE-puLD/GC-MS(SIM)).

Neste sentido, foram estudados diversos parametros, tendo obtido as melhores condigdes
experimentais otimizadas (microextracdo: n-C;, 3 h (1600 rpm), pH 5,5, 5% MeOH;
retroextragdo: n-C;, 2 min sob agitacdo realizada por vortéx) foram alcangadas recuperagdes
médias compreendidas entre 65,2 e 102,0 % com RSD < 8,8 %. A metodologia revelou, por meio
de validagdo, excelente linearidade (7 > 0,9956) nas gamas lineares de concentragio entre 0,02 e
10,00 pug L. Foi alcangado limites de dete¢do e quantificagdo compreendidos entre 5,0 € 50,0 pg
L'e15,0e150,0 ug L', respetivamente. Recorrendo ao método de adigdo padrio, a metodologia
otimizada e validada, foi aplicada a matrizes aquosas reais que evidenciaram excelentes
linearidades (7 > 0,9957), ndo tendo sido detetado niveis vestigiais dos analitos nas matrizes (<
LOD). Além disso, verificou-se a viabilidade da reutilizagdo das fibras, sustentada por estudos de
degradacdo dos compostos alvo e pela aplicacdo de um protocolo de lavagem otimizado, que
garantiu tanto a preservagdo do desempenho analitico quanto a prevencdo de contaminagido
cruzada entre os ciclos de uso.

A metodologia proposta evidenciou ser uma técnica alternativa para a andlise vestigial de
piretrdides em amostras aquosas ambientais. Como principais vantagens destacam-se as pequenas
quantidades de amostras utilizada, volumes negligenciaveis de solventes organicos, rapida
cinética imposta, baixa relagdo custo-beneficio, facil manipulagdo e bom desempenho analitico
para a monitorizagdo de pesticidas piretréides em matrizes aquosas ambientais.
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Abstract

The excessive use of plant protection products in agriculture over the past decades has
led to the contamination of water resources, negatively impacting various ecosystems. Pyrethroids
are chemical compounds belonging to the class of insecticides and are widely used for pest
control. Despite their relatively low toxicity compared to other pesticides, large-scale application
promotes contamination due to their progressive accumulation in agricultural soils, ultimately
leading to their infiltration into surrounding water bodies. Given this concern and in compliance
with national and European directives, it is essential to establish effective and sensitive analytical
methodologies to minimize the consumption of food and water contaminated with pesticides
exceeding the legal limits, thereby reducing the negative impacts on public and environmental
health.

This study focused on the development, optimization, validation, and application of a
novel analytical approach based on green chemistry principles as an alternative to conventional
methods for the determination of seven pyrethroids (Allethrin, Tetramethrin, Biphentrin,
Fenpropathrin, Lambda-Cyhalothrin, Cypermethrin, and Fenvalerate). For such purpose, hollow
fiber microextraction followed by liquid microdesorption and gas chromatography coupled with
mass spectrometry (HFpPE-uLD/GC-MS(SIM)) was employed.

Various parameters were tested to optimize the experimental conditions. The best
optimized conditions obtained were as follows: microextraction in n-heptane (#-C;), 3 h at 1600
rpm, pH 5.5, 5% MeOH; back-extraction — n-C7, 2 min under vortex agitation. Under these
conditions, average recoveries ranged from 65.2 to 102.0%, with RSD < 8.8%. The validated
methodology demonstrated excellent linearity (72> 0.9956) over concentration ranges of 0.02 to
10.00 pg L. The limits of detection and quantification were determined to be 5.0 — 50.0 ug
L™ and 15.0 - 150.0 pg L™, respectively.The optimized and validated method was applied to real
water matrices using the standard addition method, yielding good linearities (#* > 0.9957), with
no residual levels of the analytes detected in the matrices (< LOD). Furthermore, the feasibility
of fiber reuse was demonstrated, supported by degradation studies of the target compounds and
the application of an optimized washing protocol, which ensured both the preservation of
analytical performance and the prevention of cross-contamination across multiple usage cycles.

The proposed methodology proved to be a viable alternative for trace analysis of
pyrethroids in environmental water samples. The main advantages include the use of small sample
volumes, negligible amounts of organic solvents, rapid kinetics, low cost, ease of handling, and
excellent analytical performance, making it a promising approach for pesticide monitoring in
environmental water analysis.

VII



Keywords

Pyrethroids

Hollow fiber microextraction (HFUE)
Trace analysis

GC-MS(SIM)

Environmental water matrices

VIl



indice geral

1. INTRODUCAO TEORICA

1.1. Evolugdo temporal da utilizacdo dos fitofarmacé&uticos

1.2. Impacto dos fitofarmacéuticos no ambiente e na satde

1.3. Legislacdo nacional e europeia em vigor

1.4. Definigdo e classificagdo dos produtos fitofarmacéuticos

1.5. Inseticidas: Piretroides

1.5.1. Propriedades fisico-quimicas

1.5.2. Contaminac¢ao ambiental e bioacumulagio

1.5.3. Toxicidade humana e ecotoxicidade

1.6. Metodologias analiticas para a determinagdo de piretroides

1.6.1. Técnicas de microextracao baseada em solidos

1.6.1.1. Microextragdo em fase sélida (SPME)

1.6.1.2. Extracao sortiva em barra de agitagdao (SBSE)

1.6.1.3. Microextracao adsortiva em barra (BAuE)

1.6.2. Técnicas de microextragdo baseada em liquidos

1.6.2.1. Microextragdo em gota Unica (SDME)

1.6.2.2. Microextragdo liquido-liquido dispersiva (DLLME)

1.6.2.3. Microextracao em fase liquida com auxilio de fibras ocas (HF-LPME)
1.6.2.4. Microextragao em fibra oca (HFUE)

1.6.3. Técnicas Cromatograficas

1.6.3.1. Cromatografia em fase gasosa acoplada a espetrometria de massa (GC-MS)

1.7. Objetivos

2.  PARTE EXPERIMENTAL

2.1. Reagentes, materiais e amostras

2.2. Instrumentagao

2.3. Procedimento experimental

2.3.1. Preparacdo das solucdes padrao

2.3.2. Condic¢des instrumentais de analise

2.3.3. Calibragdo Instrumental

2.3.4. Preparagdo dos dispositivos de HFpE

IX

10

11
12
12
15
17
18
18
19
20
22
23
25

29

31

33

33

34
34
34
35
36



3.

4.

5.

6.

2.3.5. HFuE/GC-MS

DISCUSSAO DE RESULTADOS

3.1. Otimizag¢ao das condi¢des instrumentais de analise

3.1.1. Calibragdo instrumental

3.2. Otimizag@o da metodologia HFuE-pLD

3.2.1. Selecao do solvente de extragdo ¢ retroextragao

3.2.2. Efeito do tempo de retroextracao

3.2.3. Efeito da velocidade de agitagdo

3.2.4. Efeito do tempo de equilibrio

3.2.5. Efeito do modificador orgénico

3.2.6. Efeito da forca i6nica

3.2.7. Dual-HFpE

3.3. Reutilizacao dos dispositivos por HFuE

3.4. Validagao do método HFuE(n-C7)- uLD/GC-MS(SIM)

3.4.1. Limiares analiticos e linearidade

3.4.2. Precisdo intra-dia e inter-dia

3.5. Aplicacdo a matrizes reais

3.5.1. Amostras de agua subterranea

3.5.2. Amostras de agua para consumo humano

3.5.3. Amostras de agua superficial

3.5.4. Amostras de agua residual de ETAR

3.6. Aplicacdao na metodologia LVI-GC-MS(SIM)

3.7. Comparagao com estudos anteriores

CONCLUSAO E PERSPETIVAS FUTURAS

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ANEXOS

Anexo I: Restrigdes nacionais e europeias para os piretroides em estudo

Anexo II: Equagdes

Anexo III: Espetros de massa dos piretrdides em estudo obtidos por GC-MS
Anexo [V: Curvas de calibragdo instrumental (GC-MS)

Anexo V: Tragado de corrente idnica total para observacao do isomero da ALL

Anexo VI: Tracado de corrente idnica total da extragdo por HFuE(n-Co)

36

39

41
42

43
43
44
46
47
48
49
50

51

53
53
56

57
57
58
59
60

62

64

67

71

81
83
84
85
88
91
92



Anexo VII: Curvas de calibragdo da validagdo da metodologia HFpE(n-C;)- uLD/GC-
MS(SIM) 93

Anexo VIII: Gréfico de dispersdo residual das calibragdes 96

Anexo [X: Tragados de corrente idnica total de ensaios sem fortificacdo das matrizes

reais 99

Anexo X: Graficos de comparacao das diversas matrizes reais testadas 101
Anexo XI: Comparagdo de metodologias para analise vestigial de piretroide por

técnicas de microextragao 104

XI



indice de Figuras

Figura 1.1. Estrutura molecular genérica dos dois tipos de piretroides. A estrutura molecular (A)

corresponde ao tipo I e a (B) corresponde ao tipo II [19]. 7

Figura 1.2. Esquema simplificado do comportamento dos pesticidas no ambiente, em particular

no ar, agua e solo [25,26]. 9

Figura 1.3. Esquema do dispositivo de SPME. 12

Figura 1.4. Esquema dos modos de extracdo da SPME. Na figura a) encontra-se o modo HS e na

figura b) o modo DI. A ilustragdo foi criada com recurso ao endereco eletronico

https://biorender.com/. 13
Figura 1.5. Representagdo do procedimento experimental da SPME por HS e posterior analise em
GC. A ilustragdo foi criada com recurso ao endereco eletronico https://biorender.com/. 14
Figura 1.6. Esquema detalhado da composi¢do do dispositivo de SBSE(PDMS). 15

Figura 1.7. Representag@o esquematica dos modos de operagio relativos a extragdo [a) DI-SBSE;
b) HS-SBSE] e retro-extragdo ou desercdo [¢) LD; d) TD] usados pela técnica SBSE. 1 - Vortéx
formando pela agitacdo; 2 - Barra de agitagdo do SBSE; 3 - Amostra; 4 — Barra agitacao de Teflon;
5 - HS; 6 - Frasco de amostragem; 7 - Vial de inje¢do (GC ou HPLC); 8 - Solvente para LD; 9 -
Tubo de vidro para TD. A ilustragdo foi criada com recurso ao enderego eletronico

https://biorender.com/. 16

Figura 1.8. Esquematizagdo do dispositivo analitico utilizagdo na BAUE a esquerda e o modo de
operagdo do processo extrativo por BANE a direita. 1- amostra; 2- dispositivo analitico BAUE; 3
- barra de agitacdo magnética de Teflon; 4 - fraco de amostragem. A ilustracdo foi criada com

recurso ao endereco eletronico https://biorender.com/. 17

Figura 1.9. Esquema da extragcdo por SDME. Na figura a) encontra-se o modo DI e na figura b) o
modo HS (artigo 1,3). A ilustragdo foi criada com recurso ao enderego eletronico

https://biorender.com/. 19

Figura 1.10. Esquema do procedimento tradicional de microextracao liquido-liquido dispersiva
(DLLME); 1 - Seringa com solvente extrator e dispersos; 2 - Amostra aquosa; 3 - dispersdo da
mistura de solventes na amostra apds a injecao rapida; 4 - colheita da fase organica [65,67]. A
ilustragdo foi criada com recurso ao enderego eletronico https://biorender.com/. 20
Figura 1.11. Esquema dos modos de extracdo utilizados em HF-LPME [70]. A ilustracdo foi

criada com recurso ao endereco eletronico https://biorender.com/. 21

Figura 1.12. Esquematizacdo da malha do tudo do dispositivo analitico da HFUE a esquerda e a
analise do processo extrativo por HFUE a direita. 1 - amostra; 2 - fraco de amostragem; 3 -
dispositivo analitico HFuE; 4 — barra magnética de Teflon. A ilustracdo foi criada com recurso

ao endereco eletronico https://biorender.com/. 22

XII



Figura 1.13. Representacdo esquematica de um cromatograma na separagdo dos compostos 1 e 2.

24

Figura 1.14. Esquematizacdo da classificagdo de métodos de separacdo tendo por base trés
critérios: a natureza fisica da fase movel, o suporte da fase estacionaria e a natureza do mecanismo
de separagdo. 25

Figura 1.15. Esquema detalhado do sistema GC-MS [80]. 26

Figura 1.16. Comparacdo entre os injetores de vaporizagdo isotérmica (sendo S e SL) e os com

temperatura controlada (PTV) em cromatografia em fase gasosa. 26

Figura 1.17. Representacdo esquematica do sistema MS, desde a entrada dos analitos a partir da

coluna capilar até a sua detecdo. 28

Figura 2.1. Representacdo esquematica do procedimento experimental utilizado para a otimizagao
da metodologia por HFPE-uLD/GC-MS. A ilustragdo foi criada com recurso ao endereco
eletronico https://biorender.con. 37

Figura 3.1. Tracado de corrente idnica obtido através da analise por GC-MS(SIM) da mistura de
piretroides (2,5 mg L), nas condigdes instrumentais otimizadas. (1- ALL; 2- TET; 3 — BIF; 4-
FEN; 5- CYH; 6-CYP; 7-FEV). 41

Figura 3.2. Efeito dos diferentes solventes extratantes na recuperagdo dos piretrdides em estudo,
obtidos por HFuUE-pLD/GC-MS(SIM). Condi¢des do ensaio: 25 mL de agua desionizada
fortificada com 10,0 pg L!; extragdo: 1 h (1000 rpm), pH 5,5; retro-extragdo: 5 min sob tratamento

ultrassonico). 44

Figura 3.3. Efeito do tempo de retroextracdo na recuperacdo dos piretréides em estudo, obtidos
por HFUE(n-Co)-uLD/GC-MS(SIM). Condigdes do ensaio: 25 mL de 4gua desionizada
fortificada com 10,0 pug L™!; extragdo: 1 h (1000 rpm), pH 5,5; retro-extragdo: n-C). 45
Figura 3.4. Efeito do tempo de retroextracdo na recuperacao dos piretréides em estudo, obtidos
por HFuE(n-C;)-pLD/GC-MS(SIM). Condigdes do ensaio: 25 mL de agua desionizada
fortificada com 10,0 pg L™!; extragdo: 1 h (1000 rpm), pH 5,5; retro-extragdo: n-C). 45
Figura 3.5. Efeito da velocidade de agitacdao na recuperagdo dos piretréides em estudo, obtidos
por HFuE(n-Co)-uLD/GC-MS(SIM). Condigdes do ensaio: 25 mL de 4gua desionizada
fortificada com 10,0 ug L'; extragdo: 1 h, pH 5,5; retro-extragdo: n-Co; 2 min sob agitagdo por
vortéx. 46

Figura 3.6. Efeito da velocidade de agitacdo na recuperagdo dos piretrdides em estudo, obtidos
por HFPE(n-C;)-pLD/GC-MS(SIM). Condigdoes do ensaio: 25 mL de agua desionizada
fortificada com 10,0 pg L'; extragdo: 1 h, pH 5,5; retro-extragio: n-C7; 2 min sob agita¢do por

vortéx. 46

Figura 3.7. Efeito do tempo de equilibrio na recuperag@o dos piretroides em estudo, obtidos por
HFpE(n-Co)-uLD/GC-MS(SIM). Condig¢des do ensaio: 25 mL de agua desionizada fortificada
com 10,0 pg L!; extragdo: 1600 rpm, pH 5,5; retro-extra¢do: n-Co; 2 min sob agitacdo. 47

XIII



Figura 3.8. Efeito do tempo de equilibrio na recuperacdo dos piretrdides em estudo, obtidos por
HFpE(n-C7)-uLD/GC-MS(SIM). Condigdes do ensaio: 25 mL de dgua desionizada fortificada
com 10,0 ug L'; extragdo: 1600 rpm, pH 5,5; retro-extragdo: n-Cz; 2 min sob agitagdo por vortéx.

47

Figura 3.9. Efeito do modificador organico (MeOH) na recuperagdo dos piretrdides em estudo,
obtidos por HFUE(n-C7)-uLD/GC-MS(SIM). Condigdes do ensaio: 25 mL de agua desionizada
fortificada com 10,0 pg L'; extragdo: 3h, 1600 rpm, pH 5,5; retro-extragdo: n-C7; 2 min sob

agitacdo por vortéx. 48

Figura 3.10. Efeito da forga ionica (NaCl) na recuperagdo dos piretroéides em estudo, obtidos por
HFPE(n-C7)-uLD/GC-MS(SIM). Condig¢des do ensaio: 25 mL de agua desionizada fortificada
com 10,0 pg L'; extragdo: 3h, 1600 rpm, pH 5,5, 5% de MeOH,; retro-extragdo: n-C7; 2 min sob

agitagao por vortéx. 49

Figura 3.11. Efeito da utilizacdo de duas HFs (n-C;) e tempo de equilibrio de 2 horas para os

analitos em estudo, sob as restantes condi¢des otimizadas. 50

Figura 3.12. Resultados obtidos da utilizagdo de duas e trés fibras, de diametro 200 um,
comparativamente as otimizadas. Estes ensaios foram realizados a partir da metodologia HFuE(n-

C7)-uLD/GC-MS(SIM), sob as condi¢des anteriormente otimizadas. 51

Figura 3.13. Resultados obtidos da utilizacdo das fibras reutilizadas, de didmetro 600 pm. Estes
ensaios foram realizados a partir da metodologia HFuE(n-C;)-uLD/GC-MS(SIM), sob as

condigdes anteriormente otimizadas. 52

Figura 3.14. Estudo do efeito dos processos de lavagem das fibras reutilizadas sob as condi¢Ges

otimizadas da metodologia HFuE(n-C7)-uLD/GC-MS(SIM). 53

Figura 3.15. Tragado de corrente idnica total relativo a amostra de agua subterranea fortificada a
0,2 pug L obtido por HFWE(n-C7)-uLD/GC-MS(SIM), nas condigdes experimentais otimizadas
(1-ALL; 2-TET; 3-BIF; 4-FEN; 5-CYH; 6-CYP; 7-FEV). 58

Figura 3.16. Tragado de corrente ionica total relativo & amostra de agua para consumo humano
fortificada a 0,2 pg L' obtido por HFpE(n-C7)-uLD/GC-MS(SIM), nas condi¢des experimentais
otimizadas (1-ALL; 2-TET; 3-BIF; 4-FEN; 5-CYH; 6-CYP; 7-FEV). 59

Figura 3.17. Tracado de corrente idnica total relativo a amostra de dgua superficial fortificada a
0,2 pg L obtido por HFWE(n-C7)-uLD/GC-MS(SIM), nas condigdes experimentais otimizadas
(1-ALL; 2-TET; 3-BIF; 4-FEN; 5-CYH; 6-CYP; 7-FEV). 60

Figura 3.18. Tragado de corrente idnica total relativo a amostra de agua residual (ETAR)
fortificada a 0,2 pg L' obtido por HFpE(n-C7)-uLD/GC-MS(SIM), nas condi¢des experimentais
otimizadas (1-ALL; 2-TET; 3-BIF; 4-FEN; 5-CYH; 6-CYP; 7-FEV). 61

Figura 3.19. Grafico de comparagdo das curvas de calibracdo do composto FEN analisado nas

diferentes matrizes reais aquosas. 62

XIv



Figura 3.20. Comparagdo dos tracados de corrente ionica dos ides 164 m/z (A) e181 m/z (B) a
0,05 mg L' (EtOAc) obtidos por SL-GC-MS(SIM) e LVI-GC-MS(SIM). Os piretroides

identificados sdo 2 — TET, 3 — BIF ¢ 4- FEN. 63
Anexos

Figura III.1. Espetro de fragmentos de massa ionica caracteristico do composto ALL. 85
Figura II1.2. Espetro de fragmentos de massa ionica caracteristico do composto TET. 85
Figura II1.3. Espetro de fragmentos de massa ionica caracteristico do composto BIF. 85
Figura II1.4. Espetro de fragmentos de massa idnica caracteristico do composto FEN. 86
Figura IIL.5. Espetro de fragmentos de massa ionica caracteristico do composto CYH. 86
Figura IIL.6. Espetro de fragmentos de massa ionica caracteristico do composto CYP. 86
Figura IIL.7. Espetro de fragmentos de massa ionica caracteristico do composto FEV. 87
Figura IV.1. Curva de calibragdo instrumental do composto ALL. 88
Figura IV.2. Curva de calibrag¢ao instrumental do composto TET. 88
Figura IV.3. Curva de calibracao instrumental do composto BIF. 88
Figura IV 4. Curva de calibragao instrumental do composto FEN. 89
Figura IV.5. Curva de calibragao instrumental do composto CYH. 89
Figura IV.6. Curva de calibragdo instrumental do composto CYP. 89
Figura IV.7. Curva de calibragdo instrumental do composto FEV. 90

Figura V.1. Tragado de corrente idnica total da mistura padrdo a 2,5 mg L' com ampliagdo do

composto ALL, para observagdo do isdbmero formado 91

Figura VI.1. Tragado de corrente ionica total da analise dos piretroides em estudo obtido pela

metodologia HFuE(n-Co)-uLD/GC-MS(SIM). 92
Figura VII.1. Curva de calibragdo obtida para ALL. 93
Figura VIL.2. Curva de calibragdo obtida para TET. 93
Figura VIL.3. Curva de calibragdo obtida para BIF. 93
Figura VIL.4. Curva de calibragdo obtida para FEN. 94
Figura VIL.5. Curva de calibragdo obtida para CYH. 94
Figura VIL.6. Curva de calibracdo obtida para CYP. 94
Figura VIL.7. Curva de calibragdo obtida para FEV. 95
Figura VIII.1. Grafico de dispersdo de residuos obtida para ALL. 96
Figura VIIIL.2. Grafico de dispersdo de residuos obtida para TET. 96

XV



Figura VIIL3. Grafico de dispersdo de residuos obtida para BIF. 96

Figura VIIL.4. Gréfico de dispersdo de residuos obtida para FEN. 97
Figura VIILS. Grafico de dispersao de residuos obtida para CYH. 97
Figura VIIL6. Grafico de dispersao de residuos obtida para CYP. 97
Figura VIIL7. Grafico de dispersdo de residuos obtida para FEV. 98

Figura IX.1. Tragado de corrente idnica total do ensaio sem fortificacdo na matriz de agua
subterranea, nas condigdes otimizadas da metodologia HFuE(n-C7)-uLD/GC-MS(SIM). 99
Figura IX.2. Tragado de corrente ionica total do ensaio sem fortificagdo na matriz de agua de
consumo humano, nas condi¢des otimizadas da metodologia HFpE(n-C7)-uLD/GC-MS(SIM).

99

Figura IX.3. Tragado de corrente idnica total do ensaio sem fortificacdo na matriz de dgua
superficial, nas condi¢des otimizadas da metodologia HFUE(n-C7)-uLD/GC-MS(SIM). 100
Figura IX.4. Tragado de corrente ionica total do ensaio sem fortificagdo na matriz de agua residual

de ETAR, nas condigdes otimizadas da metodologia HFuE(n-C7)-uLD/GC-MS(SIM). 100

Figura X.1. Grafico de comparagdo das curvas de calibracdo do composto ALL analisado nas

diferentes matrizes reais aquosas. 101

Figura X.2. Grafico de comparacdo das curvas de calibragdo do composto TET analisado nas

diferentes matrizes reais aquosas. 101

Figura X.3. Grafico de comparagdo das curvas de calibragdo do composto BIF analisado nas

diferentes matrizes reais aquosas. 102

Figura X.4. Grafico de comparagdo das curvas de calibragdo do composto CYH analisado nas

diferentes matrizes reais aquosas. 102

Figura X.5. Grafico de comparagdo das curvas de calibragdo do composto CYP analisado nas

diferentes matrizes reais aquosas. 102

Figura X.6. Grafico de comparagdo das curvas de calibracdo do composto FEV analisado nas

diferentes matrizes reais aquosas. 103

XVI



Indice de Tabelas

Tabela 1.1. Tipos de produtos fitofarmacéuticos classificados de acordo com o organismo alvo

[11]. 5

Tabela 1.2. Estruturas quimicas e outras propriedades fisicas e quimicas de alguns piretrdides. O

[I3K13

simbolo “-* significa, composto de uso proibido, em Portugal. 8

Tabela 3.1. Tempo de retengdo (tr) € i0es selecionados para quantificacdo dos analitos em modo
SIM. Estes valores foram obtidos por analise GC-MS, nas condi¢des instrumentais otimizadas.

42

Tabela 3.2. Gama linear, coeficiente de determinagio (r?), limite de quantificagdo (LOQ) e limite
de detegdo (LOD) dos sete piretroides, obtidos por GC-MS(SIM), nas condigdes instrumentais

otimizadas. 43

Tabela 3.3. Condi¢des otimizadas para o método desenvolvido por HFuE(n-C;)-uLD/GC-
MS(SIM). 50

Tabela 3.4. Recuperacdes médias dos analitos nas condi¢des otimizadas obtidas por HFpE(n-C5)-
uLD/GC-MS(SIM) e os respetivos RSD (%), calculados a partir de seis replicados. 51
Tabela 3.5. Processos de lavagem para a reutilizacdo dos dispositivos de microextragao por HFuE.

52

Tabela 3.6. LODs e LOQs para os compostos alvo, obtidos na valida¢ao da metodologia HFpE(n-
C7)-uLD/GC-MS(SIM). 54

Tabela 3.7. Parametros matematicos relativos as gamas de trabalho dos sete piretroides, obtidos

através da validagdo da presente metodologia. 54

Tabela 3.8. Valores correspondentes ao Fiqp € Fexp determinados para os sete piretroides em estudo.

55

Tabela 3.9. Valores de recuperagio e precisdo obtidos em condigdes de repetibilidade (intra-dia)
e de precis@o intermédia (inter-dia) para os piretroides estudados através da metodologia por
HFUE(n-C7)-uLD/GC-MS(SIM). Os trés niveis de fortificagdo selecionados foram de 5,0 ug L™
(Alto) 2,0 pg L't (Médio) e 0,20 pg L (Baixo). 56

Tabela 3.10. Parametros relativos as curvas de calibragdo obtidas por SAM para a amostra de
agua subterranea obtida por HFuE(n-C;)-uLD/GC-MS(SIM), sob condi¢des experimentais

otimizadas (a — declive; b — ordenada na origem). 57

Tabela 3.11. Pardmetros relativos as curvas de calibragdo obtidas por SAM para a amostra de
agua para consumo humano obtida por HFuE(n-C;)-uLD/GC-MS(SIM), sob condig¢des

experimentais otimizadas (a — declive; b — ordenada na origem). 58

Tabela 3.12. Parametros relativos as curvas de calibragdo obtidas por SAM para a amostra de
agua superficial obtida por HFpE(n-C;)-uLD/GC-MS(SIM), sob condigdes experimentais

otimizadas (a — declive; b — ordenada na origem). 59

XVII



Tabela 3.13. Parametros relativos as curvas de calibragdo obtidas por SAM para a amostra de
agua residual de ETAR obtida por HFuE(n-C7)-uLD/GC-MS(SIM), sob condi¢des experimentais

otimizadas (a — declive; b — ordenada na origem). 60

Tabela 3.14. Recuperagdes médias dos sete piretroides estudados obtidas aplicando a metodologia
desenvolvida a dguas subterranea, para consumo humano, superficial e residual (ETAR). 61
Tabela 3.15. Valores de limiares analiticos, LOD e LOQ, da calibracao instrumental dos
piretrdides em estudo para a metodologia LVI-GC-MS(SIM) e SL-GC-MS(SIM). 63
Tabela 3.16. Valores de limiares analiticos, LOD e LOQ, dos piretroides em estudo sob condicdes
otimizadas da metodologia HFuE(n-C7)-uLD e utilizacdo de LVI-GC-MS(SIM) e GC-MS(SIM),

respetivamente. 64

Tabela 3.17. Comparagdo das técnicas de microextragdo estatica mais utilizadas na andlise de

piretrdides em matrizes aquosas, utilizando como instrumentacao de analise o sistema GC. 65

Anexos
Tabela 1.1. Restri¢des nacionais e europeias para os piretréides em estudo. Para cada analito
encontra-se apresentado a regulamentagdo e a aprovagdo ou ndo da utilizagdo em territorio

europeu e nacional. 83

Tabela XI.1. Comparagdo da metodologia desenvolvida com outros estudos para analise vestigial

de piretréides em amostras aquosas. 104

XVIII



Abreviaturas, siglas e simbolos

AC
ACe
ACN
ALL
BAuLE

BIF

CE
CYH
CYP
DCM
DDT
DGAV
DI
DLLME

EEA

EI
EPA

ETAR
EtOH
EU
FEN
FEV
GC
GC-MS

HF-LPME

HFuE
HPLC

HS

Carviao ativado (do inglés Activated carbon)

Acetona

Acetonitrilo

Aletrina

Microextragdo adsortiva em barra (do inglés Bar adsortive
microextraction)

Bifentrina

Eletroforese Capilar (do inglés Capillary electrophoresis)
Lambda-Cialotrina

Cipermetrina

Diclorometano

Dicloro-difenil-tricloroetano

Dire¢do Geral de Alimentagdo e Veterinario

Imersao Direta (do inglés Direct immersion)

Microextragdo liquido-liquido dispersiva (do inglés Dispersive liquid-
liquid microextraction)

Agéncia Ambiental Europeia (do inglés FEuropean Environment
Agency)

Eletro-ionizagdo

Agéncia de Protecdo Ambiental (do inglés Environmental Protection
Agency)

Estacdo de tratamento de dguas residuais

Etanol

Unido Europeia (do inglés Furopean Union)

Fenpropatrina

Fenvalerato

Cromatografia em fase gasosa (do inglés Gas chromatography)
Cromatografia em fases gasosa acoplada a espetrometria de massa (do
inglé€s Gas chromatography — mass spectrometry)

Microextragdo em fase liquida com fibras ocas (do inglés Hollow
fiber-based liquid phase microextraction)

Microextragdo em fibra oca (do inglés Hollow fiber microextraction)
Cromatografia liquida de alta eficiéncia (do inglés High performance
liquid chromatography)

Espaco de cabega (do inglés headspace)

XIX



LC
LD
LLE
LLOQ
LOD
LOQ
LVI
MeOH

NacCl

oCp
OPP
OVAT
PDMS
PE

PP
PTFE
PTV

RSD

S/N
SAM
SBSE

SDME
SIM

SL
SPE
SPME
TD

Cromatografia em fase liquida (do inglés Liquid chromatography)
Dessorcao liquida (do inglés Liquid desorption)

Extragdo liquido-liquido (do inglés Liguid-liquid extraction)

Limite de quantificagdo baixo (do inglés lower limit of quantification)
Limite de detecdo (do inglés limit of detection)

Limite de quantificagdo (do inglés limit of quantification)

Injecdo de grandes volumes (do inglés Large volume injection)
Metanol

Espetrometria de massa (do ingl€s Mass spectrometry)

Cloreto de sodio

Hexano

Heptano

Octano

Nonano

Organoclorados

Organofosforados

Otimizac¢do univariada (do inglés One-factor-at-a-time method)
Polidimetilsiloxano

Polietileno

Polipropileno

Politetrafluoretileno

Vaporiza¢ao por temperatura programada (do inglés Programmable
Temperature Vaporizing)

Desvio padrdo relativo (do inglés Relative standard deviation)

Split

Razao sinal/ruido

M¢étodo de adigdo padrao (do inglés Standard addition method)
Extracdo sortiva em barra de agitacdo (do inglés Stir bar sorptive
extraction)

Microextragdo em gota Unica (do inglés Single-Drop Microextraction)
Monitorizagdo de ides selecionados (do inglés Selected ion
monitoring)

Splitless

Extracdo em fase solida (do inglés Solid phase extraction)
Microextrag@o em fase solida (do inglés Solid phase microextraction)

Dessorgao térmica (do inglés Thermal desorption)

XX



TET Tetrametrina

Tol Tolueno

USA Estados Unidos da América (do inglés United States of America)
VMA Valor maximo admissivel

a Declive da reta

o Seletividade

pH Simétrico do logaritmo decimal da concentragdo de hidrogenides
b Interse¢do da reta no eixo das abcissas

Fiab Valor F tabelado

Fexp Valor F experimental

k’ Fator de capacidade

Komw Coeficiente de particao octanol-dgua

MM Massa molar

N Numero de pratos teoricos

Rs Resolugdo

t'r Tempo de retengdo ajustado

tr Tempo de retencao

tm Tempo morto

W Largura da base de um pico num cromatograma
Kepysw Cocficiente de particio PDMS-agua

Vepus Volume em PDMS

Vi Volume de amostra aquosa

% Percentagem

°C Graus Celsius

pL Microlitro

h Hora

m/z Razdo massa/carga

min Minuto

rpm Rotacdes por minuto

eV Eletrao-Volt

2 Didmetro

XXI



XXII



1. Introducdo teorica






1.1. Evoluc¢dao temporal da utilizacao dos fitofarmacéuticos

Apos o aparecimento dos produtos fitofarmacéuticos, a sua utilizagdo tornou-se crucial
para a agricultura, conferindo vantagens pelo controlo das ameacgas bioldgicas que prejudicam o
desenvolvimento dos produtos alimentares. Atualmente, o avango tecnoldégico da ciéncia e
aumento da populagdo mundial, despoletou um crescimento exponencial da utilizagdo destes
compostos quimicos principalmente em zonas agricolas, contribuindo para o impacto negativo
ambiental e na saude publica [1-3].

Os primeiros produtos fitofarmacéuticos administrados eram de origem natural, pelo que
na segunda metade do século XIX, foram descobertos os primeiros compostos inorganicos a base
de arsénio e cobre com efeitos inseticidas, designados por “Verde de Paris” [4]. De facto, a
Segunda Guerra Mundial contribuiu para o avango da quimica, marcado pela introdug@o de novos
fitofarmacéuticos de origem sintética, dos quais fazem parte o DDT (dicloro-difenil-
tricloroetano). O DDT, apesar de ter sido sintetizado por Ohtmar Zeidler em 1874, foi o quimico
Paul Miiller que descobriu as propriedades inseticidas deste organoclorado (OCP) em 1939.
Desde entdo, este composto passou a ser utilizado em larga escala na agricultura, mas também no
controlo de transmissdo vetorial da malaria. Com o avango da industrializagdo, os estudos sobre
novos produtos fitofarmacéuticos evoluiram progressivamente, resultando na descoberta de uma
variedade de compostos pertencentes a diferentes classes e com distintos modos de agdo nos
organismos-alvo, entre os quais se destacam os OCPs. Esses compostos foram amplamente
disseminados globalmente devido as suas propriedades que favoreciam o aumento da producao
agricola. Contudo, a sua utilizacdo indiscriminada levantou, posteriormente, diversos problemas
ambientais [4,5].

No final da década de 60, surgiram os primeiros estudos sobre as propriedades dos
organoclorados, que foram identificados como poluentes persistentes tanto no organismo quanto
no ambiente, devido a elevada toxicidade e bioacumulacdo, especialmente nos ecossistemas
aquaticos. Em 1970, organizag¢des internacionais, incluindo a Agéncia de Prote¢do Ambiental
(EPA, do inglés Environmental Protection Agency), implementaram as primeiras
regulamentacdes que proibiram o uso de OCPs [4-6]. Desde entdo, novos compostos
fitofarmacéuticos com menor toxicidade e persisténcia ambiental, como os organofosforados,
carbamatos e, mais recentemente, os piretroides, foram introduzidos no mercado, especialmente
na classe dos inseticidas [6-8]. Embora esses novos compostos apresentem vantagens em relagdo
aos OCPs, atualmente também suscitam preocupagdes ambientais ¢ t€m sido alvo de algumas
restri¢des legislativas (anexo I).

1.2. Impacto dos fitofarmacéuticos no ambiente e na saude

Com o avango da industrializacdo e o consequente aumento da produ¢do agricola, houve uma
expansdo significativa no uso de produtos fitofarmacéuticos. Estes componentes, assim como
outros compostos quimicos, oferecem beneficios esperados, neste caso, o aumento da
produtividade agricola por meio do combate a agentes indesejados. Estes novos
fitofarmacéuticos, apesar de apresentarem menor toxicidade em comparacdo aos anteriormente
utilizados (OCPs), a ampla utilizagdo global, especialmente no setor agricola, acarreta
consequéncias ambientais e de satde significativas. Quando aplicados em grandes quantidades,
esses compostos podem alcangar elevadas concentragdes nos diversos recursos ambientais,



resultando em bioacumulacao e, por meio de diversos vetores, prejudicando organismos nao-alvo
e a saide humana [7,8,1].

De acordo com a Agéncia Europeia de Ambiente (EEA, do inglés Environmental
European Agency), em 2020, foram comercializadas 350.000 toneladas de produtos
fitofarmacéuticos na EU [8]. A crescente preocupacdo mundial estd centrada no impacto
ambiental e humano desses compostos, uma vez que a polui¢do gerada pela utilizagdo promove a
perda de biodiversidade, destruindo microrganismos e nutrientes benéficos a fertilidade do solo
[9]. Dessa forma, enquanto os fitofarmac€uticos procuram promover um efeito desejado no
controlo de pragas, a utilizagdo indiscriminada resulta em contaminagdo do meio envolvente.
Como consequéncia, a exposicdo direta a alimentos, dgua potavel ou regides agricolas
contaminadas com esses produtos fitofarmacéuticos constitui uma fonte difusa de intoxicagdo da
satde publica e declinio de populacdes [3,5,9].

Embora os produtos fitofarmacéuticos tenham melhorado a eficiéncia agricola, impoem
desafios ambientais e toxicologicos substanciais. Assim, € imperativo o desenvolvimento de
métodos analiticos para monitorizar a presenga em diversas matrizes ambientais, com o objetivo
de mitigar os impactos adversos e proporcionar uma resposta eficaz a esta problematica.

1.3. Legislacdo nacional e europeia em vigor

Em Portugal, cerca de 70% da dgua para consumo humano provém de aguas subterraneas
e superficiais. Assim sendo, o arrastamento de residuos de produtos de fitofarmacéuticos através
do perfil do solo € a principal via de contaminag@o deste bem essencial. Focado o estudo em
amostras das aguas circundantes para o consumo humano e/ou utilizacdo das mesmas na produgao
agricola, este subcapitulo tende a apresentar as legislagdes nacional e europeia que decretam a
regulamentacdo de controlo ndo sé das aguas para consumo humano, assim como, a qualidade
minima das aguas subterraneas e superficiais, utilizadas posteriormente como aguas de rega, para
produgdo agricola e consumo humano.

De acordo com a Diretiva (EU) 2020/2184 do Parlamento e do Conselho Europeu, de 16
de dezembro, e o Decreto-Lei n° 306/2007, de 27 de agosto, destinada ao controlo da qualidade
da 4gua para consumo humano, visa proteger a saide humana dos efeitos nocivos resultantes de
qualquer contaminagdo. O quadro juridico estabelecido admite como valores maximos
admissiveis (VMA) para a detecdo das substancias ativas de produtos fitofarmacéuticos entre 0,1
pg L1e 0,5 ug L, na detegdo de uma Unica substincia ou na sua totalidade, respetivamente.

Relativamente as aguas circundantes, o Decreto-Lei n.° 208/2008 de 28 de outubro,
descreve que a agua subterrdnea: “¢ um recurso natural valioso que, enquanto tal, deve ser
protegida da deterioracdo e da polui¢do quimica. Essa protecdo ¢ particularmente importante no
que respeita aos ecossistemas dependentes da agua subterrdnea e a utilizagdo desta para o
abastecimento de dgua destinada ao consumo humano.”

Desta forma, o regime de protecdo de aguas subterrdneas contra a polui¢do e
deterioragdo, transpondo a ordem juridica interna da Diretiva 2006/118/CE do Parlamento e
Conselho Europeu de 12 de dezembro, decreta VMA para substancias ativas de pesticidas tal
como descrito anteriormente. Por conseguinte, a qualidade minima das aguas superficiais ¢é



regulamentada pelo Decreto-lei n® 236/98, de 1 agosto, que abrange as dguas superficiais
destinadas a consumo humano, aguas superficiais destinadas ao suporte da vida aquicola e aguas
de rega. Este diploma estabelece normas, critérios ¢ objetivos de qualidade com a finalidade de
proteger o meio aquatico e melhorar a qualidade das dguas em funcdo dos seus principais usos.
Para as dguas destinadas ao consumo humano, sdo aplicados os valores descritos anteriormente,
embora, esta legislagdo defina os objetivos ambientais de qualidade minima para as aguas
superficiais que ndo sdo destinadas ao consumo humano. Neste sentido, os VMA para a detegdo
de substancias ativas de pesticidas é de 0,5 pg L' para uma tnica substincia e de 2,5 pg L™ para
a soma total das substancias detetadas.

1.4. Definicao e classificacao dos produtos fitofarmacéuticos

Segundo a Diretiva 91/414/CEE do Conselho Europeu, sdo intitulados de produtos
fitofarmacéuticos:

“... as substancias quimicas ativas e as preparagdes contendo uma ou mais substancias
ativas que sejam apresentadas sob a forma em que sdo fornecidas ao utilizador e se destinem a
proteger os vegetais ou os produtos vegetais de todos os organismos prejudiciais ou a impedir a
sua acao, desde que essas substincias ou preparacdes nao estejam a seguir definidas de outro
modo; (...)”.

Em termos simplificados, os produtos fitofarmacéuticos, amplamente referidos como
pesticidas ou agroquimicos, consistem em compostos naturais ou sintéticos destinados ao controlo
de pragas ou outras ameagas bioldgicas. A principal finalidade prende-se com protecao das
culturas, garantindo a quantidade e a qualidade da producdo agricola. Relativamente a sua
classificagdo, existem diversas formas de agrupar, sendo a classificacdo de acordo com o
organismo alvo a mais comumente utilizada [11]. Deste modo, na tabela 1.1 encontram-se
descritas as principais classes geralmente reportadas, entre outras.

Tabela 1.1. Tipos de produtos fitofarmacéuticos classificados de acordo com o organismo alvo [11].

Classe Organismo Alvo
Fungicidas Controlo de fungos
Inseticidas Controlo de insetos
Acaricidas Controlo de acaros
Herbicidas Controlo de ervas classificadas como infestantes
Rodenticidas Controlo de roedores
Bactericidas Controlo de bactérias

1.5. Inseticidas: Piretroides

A utilizagdo de inseticidas é considerada indispensavel para o aumento da produtividade
no setor agricola, dado que os insetos sdo responsaveis por perdas significativas durante a etapa
de producdo. Enquanto classe, os inseticidas devem exibir dois parametros cruciais: (i)
especificidade para os insetos alvo; (ii) baixa toxicidade para os restantes seres vivos (baixo LDso)
[12,13].



Nesse contexto, uma das classificagdes amplamente discutidas na literatura baseia-se na
estrutura quimica dos compostos, destacando-se quatro principais grupos: OCPs,
organofosforados (OPPs), carbamatos e piretréides. Com o surgimento de organizacdes voltadas
ao controlo ambiental, a utilizacdo de OCPs foi proibida devido a sua elevada persisténcia no
ambiente. Como alternativa, as classes dos OPPs e carbamatos passaram a substituir os OCPs,
embora atualmente alguns compostos também tenham sido banidos devido a elevada toxicidade
que apresentam [12]. Nesse contexto, os piretroides emergiram como uma nova classe de
fitofarmacé&uticos, posicionando-se como uma alternativa aos inseticidas anteriormente utilizados.
Inicialmente, ap6s a Segunda Guerra Mundial, os piretréides foram utilizados como componentes
ativos em repelentes. Contudo, a partir da década de 70, comecaram a ser amplamente
introduzidos na agricultura, devido as caracteristicas favoraveis, nomeadamente baixa toxicidade
e elevada biodegradabilidade [14.16].

De acordo com a Direcdo-Geral de Alimentacdo e Veterinaria (DGAV), Portugal
registou, em 2021, a venda de 9.608.978 kg de produtos fitofarmacéuticos, dos quais 3%
correspondem a inseticidas, sendo os piretrdides a classe mais comercializada dentro deste grupo
[17]. Em escala global, o consumo dessas substancias apresenta algumas variacdes: dos 4 milhdes
de toneladas de produtos fitofarmacéuticos consumidos anualmente, cerca de 30% sao inseticidas

[8].

Os piretroides tém sido amplamente utilizados como inseticidas no setor agricola e
continuam a ser utilizados em aplicagcdes domésticas, como repelentes em ambientes internos,
incluindo residéncias, armazéns e edificios agricolas e setores publicos [13]. Contudo, o uso
indiscriminado desses compostos tem gerado crescente preocupacao em relagdo a contaminagao
ambiental. Embora os piretroides apresentem baixa toxicidade aguda, seu uso frequente contribui
para a bioacumula¢do nos ecossistemas, causando impactos prejudiciais aos seres Vivos,
conforme relatado na literatura [12-14].

Diante dessas questoes, torna-se essencial adotar medidas de prevencdo e controlo no uso
dos piretrdides, bem como implementar métodos eficazes para monitorizar amostras ambientais
contaminadas, visando minimizar os impactos adversos ao meio ambiente e a saude humana [13].

1.5.1. Propriedades fisico-quimicas

Os piretrdides sdo derivados sintéticos das piretrinas, toxinas naturais extraidas das flores
Tanacetum cinerariefolium. A estrutura molecular ¢ caracterizada por uma ligagdo éster,
frequentemente acompanhada pela presenca de um anel ciclopropano como substituinte da cadeia
R1. Estes compostos podem ser classificados em dois grupos principais: tipo I e tipo II. A
principal diferenga entre estes reside na adicdo de um grupo ciano (C = N) na posi¢do o nos
compostos do tipo II, conforme demonstrado na figura 1.1 [14,18,19].

Em 1949, a aletrina tornou-se o primeiro piretrdide sintético a ser comercializado,
pertencente ao tipo I (tabela 1.2). Embora os piretroides do tipo I tenham representado um avango
significativo, apresentavam limitagcdes importantes, como alta fotossensibilidade, que restringia
sua aplicagdo na agricultura. Porém, apds atingirem o solo, demonstravam persisténcia no meio
[15].
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Figura 1.1. Estrutura molecular genérica dos dois tipos de piretrdides. A estrutura molecular (A) corresponde ao tipo I
¢ a (B) corresponde ao tipo 11 [19].

Para superar estas limitagdes, modificagdes moleculares foram introduzidas
progressivamente, com o objetivo de aumentar a atividade inseticida e a fotoestabilidade. Neste
contexto, a adicdo de um grupo ciano resultou num aumento significativo do potencial de agdo
inseticida destes compostos [14,18,19]. Devido a conjugagdo do anel ciclopropano e do grupo
ciano, a maioria das estruturas moleculares dos piretroides contém dois a trés atomos de carbono
assimétricos, conferindo elevada quiralidade, promovendo a formacgdo de isémeros, incluindo
enantiomeros ¢ diastereoisdmeros, ampliando a complexidade das suas estruturas moleculares
[19].

As propriedades quimicas dos piretroides estdo intimamente relacionadas a sua elevada
hidrofobicidade, com valores de logaritmo do coeficiente de parti¢do octanol-agua (log Komw)
entre 4 e 7, volatilidade intermédia e baixa solubilidade em 4gua (na ordem de alguns ug L™7).
Essas caracteristicas favorecem uma rapida cinética de adsor¢do a particulas sélidas, como
sedimentos, o que contribui para sua persisténcia em aguas subterraneas e ecossistemas aquaticos
[20].

Do ponto de vista fisico-quimico, os piretroides apresentam menor toxicidade em
comparagdo com outros compostos, pois, apesar de termoestaveis, sao fotossensiveis e degradam-
se sob exposi¢do solar. Estudos indicam que a sensibilidade a luz varia conforme a estrutura
molecular, resultando em tempos de meia-vida em agua que podem variar amplamente, de 0,67 a
600 dias [12,21]. No entanto, no interior de solos, plantas e ambientes aquaticos, diversos estudos
demonstram a degradac@o de piretrdides por microrganismos, como Acremonium, Aspergillus,
Microsphaeropsis, Westerdykella ¢ Pseudomonas. Apesar disso, os piretroides de formulagdo
mais recente tendem a persistir no ambiente por varios meses antes de serem completamente
degradados [20,22].

De acordo com as estruturas moleculares, sdo piretroides do tipo I a aletrina, bifentrina,
bioresmetrina, resmetrina, teflutrina, tetrametrina, -fenotrina e permetrina. Enquanto os produtos
fitofarmacéuticos piretroides tipo II sdo a ciflutrina, cialotrina, cipermetrina, deltametrina,
fenvalerato, fenpropatrina, flumetrina, fluvalinato e tralometrina [14]. Na tabela 1.2, encontra-se
a informagao estrutural e quimica de alguns compostos piretroides.



Tabela 1.2. Estruturas quimicas e outras propriedades fisicas e quimicas de alguns piretroéides. O simbolo “-“ significa,
composto de uso proibido, em Portugal.

Composto Log MM @
(Tipo) Estrutura molecular Kon®  (g/mol) Uso
Aletrina (I) Ci9H2603 4.8 302,4 -
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1.5.2. Contaminacdo ambiental e bioacumulacdo

Conforme relatado anteriormente, os piretréides acumulam-se em diversos
compartimentos ambientais, incluindo solo, agua, sedimentos, biota e ar. Esta acumulagdo podera
levar a efeitos de toxicidade significativa. Concentracdes elevadas nos ecossistemas ndo apenas
intensificam a contaminagdo ambiental, mas também impactam negativamente o
desenvolvimento vegetal, comprometendo o crescimento das plantas e, consequentemente,
contribuem para o declinio da produgao de alimentos [4,23-25].

Apos a aplicacdo de piretroides por pulverizagdo em setores agricolas ou publicos (por
exemplo, parques, jardins e areas urbanas), a maior parte dos residuos deposita-se no solo. Devido
a elevada hidrofobicidade e baixa solubilidade em agua, esses compostos apresentam forte
afinidade por particulas coloidais presentes no solo, sendo rapidamente adsorvidos. No entanto,
a movimentagdo natural de sedimentos facilita a difusdo para sistemas aquaticos.

Conforme ilustrado pela figura 1.2, a poluicdo das 4aguas superficiais ocorre
predominantemente por mecanismos de escoamento superficial, arrastamento pelo vento ou
contato com solos e sedimentos contaminados, sendo o escoamento a principal via de transporte
para a consequente acumulagdo [4,19,25]. Além disso, devido a continuidade hidrogeologica
entre aguas subterraneas e superficiais, os piretréides podem migrar entre esses sistemas por meio
de processos de lixiviagdo [23-25]. Esse cendrio ressalta a importancia do controlo da
contaminagdo hidrica, especialmente considerando que, em Portugal, 53% da agua potavel ¢
proveniente de dguas subterraneas. A presenga de piretrdides nesses recursos pode ter implicagdes
significativas para a saude publica [4].

Aplicagdo dos fitofarmacéuticos

Arrastamento pelo vento
—

Fotodecomposi¢io
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Figura 1.2. Esquema simplificado do comportamento dos pesticidas no ambiente, em particular no ar, agua e solo
[25,26].

De forma geral, os piretrdides apresentam um tempo de semi-vida curto no ambiente, isto
¢, sdo facilmente degradados, por mecanismo de fotodecomposigdo, volatilizagdo ou por
degradacao quimica ou microbiana (conforme descrito no ponto 1.5.1.), aquando do contacto com
o solo [24,25]. Apesar desta caracteristica, a literatura destaca que a utilizacdo em larga escala
afeta diversas formas de vida, como plantas, peixes, insetos aquaticos, populacdes microbianas e
insetos ndo alvo, resultando num desequilibrio de nitrogénio, comprometendo fatores reguladores



e prejudicando a flora local, podendo suscitar preocupagdes quanto a biodiversidade e saude
publica [19].

1.5.3. Toxicidade humana e ecotoxicidade

Relativamente a toxicidade, os piretroides sdo geralmente considerados menos toxicos
para os seres humanos do que outros grupos de fitofarmacéuticos, tais como os OPPs ou os
carbamatos. Contudo, a ampla aplicagdo, quer em contextos domésticos, do quais repelentes e
inseticidas de uso interior, quer em ambientes agricolas, tem gerado crescente preocupacao quanto
aos seus efeitos adversos na saude humana e nos ecossistemas [22,27]. A exposi¢do humana pode
ocorrer por diferentes vias, nomeadamente por via oral, através da ingestdo de alimentos ou agua
contaminados, por via inalatoria, pela respiragao de particulas em ambientes recém pulverizados,
ou por via dérmica, particularmente no manuseamento ocupacional de produtos contendo estes
compostos [13,28].

Conforme descrito no ponto 1.5.1., os piretrdides podem ser classificados em dois grupos
principais: tipo I, que ndo possuem o grupo ciano na sua estrutura quimica, e tipo I, que contém
o grupo funcional (—CN). Esta distin¢ao estrutural influencia diretamente o perfil toxicologico
dos compostos [29]. Os piretroides do tipo I tendem a provocar efeitos agudos menos graves,
como irritagdes cutaneas e oculares, sendo geralmente reversiveis. No entanto, a exposi¢ao
prolongada, particularmente por ingestdo, pode induzir alteragdes hepaticas, como a hipertrofia
do figado [30]. Ja os piretroides do tipo II estdo associados a efeitos mais severos, sobretudo de
natureza neurotdxica. A presenca do grupo ciano potencia a agdo sobre o sistema nervoso,
interferindo com os canais de s6dio dependentes de voltagem, fundamentais para a propagacao
dos impulsos nervosos. Estes compostos prolongam a abertura desses canais, provocando um
aumento da permeabilidade ao sddio e uma excitagdo neuronal continua, o que pode resultar em
sintomas como tremores, convulsdes, hiperexcitabilidade muscular e, em casos extremos,
paralisia ou morte [22].

A toxicidade aguda dos piretroides ¢ frequentemente expressa através da dose letal média
(LDso). Embora os valores variem consoante o composto especifico, a via de exposi¢do e o modelo
animal utilizado, os piretroides apresentam, de forma geral, uma LDso oral em ratos entre 200 e
5000 mg kg™!, sendo o valor médio estimado de aproximadamente 1000 mg kg!. De acordo com
a classificacdo da EPA, estes valores enquadram os piretréides como compostos de baixa a
moderada toxicidade aguda para os humanos [13,14].

Apesar do seu perfil toxicologico relativamente favoravel em mamiferos, os piretroides
sdo altamente toxicos para organismos aquaticos, o que levanta sérias preocupagdes do ponto de
vista ecotoxicoldgico. A sua elevada hidrofobicidade favorece a bioacumulagao e a persisténcia
nos sedimentos aquaticos, prolongando os seus efeitos toxicos no ambiente. Espécies como
Oncorhynchus mykiss (truta arco-iris) e Daphnia magna apresentam valores de concentragao letal
média (CLso) extremamente baixos quando expostas a piretroides, com a cipermetrina a
apresentar, por exemplo, uma CLso de apenas 0,4 pg L' para trutas. Este elevado grau de
toxicidade em concentragdes reduzidas pode comprometer significativamente a biodiversidade e
o equilibrio ecolégico dos ecossistemas aquaticos, afetando organismos nao-alvo e as cadeias
troficas associadas [27,29,31].
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1.6. Metodologias analiticas para a determinacgdo de piretroides

Os produtos fitofarmacéuticos s3o compostos que, predominantemente, t€m sido
encontrados nos diversos recursos hidricos. Desde as tltimas décadas, as restrigdes e controlos
destes residuos tem sido estabelecido especialmente na EU. A crescente utilizagdo de
fitofarmacéuticos da classe dos piretroides tem sido preocupante, na medida em que diversos
estudos tém sido publicados sobre metodologias analiticas para a sua quantificagdo. De acordo
com as ordens juridicas descrita no capitulo 1.3., a metodologia de preferéncia para a detecdo e
quantificagdo destes analitos é a cromatografia em fase gasosa (GC, do inglés Gas
Chromatography) (Decreto-lei n° 306/2007 e Diretiva UE 2020/2184). Portanto, o principal foco
do desenvolvimento de metodologia analitica para a determinagéo de vestigial piretroides esta na
preparagdo da amostra, visando obter sensibilidade e seletividade na posterior analise
instrumental [19].

Sabendo que, qualquer processo analitico tem inicio com a recolha da amostra através de
um processo de amostragem adequado, sendo posteriormente seguido da etapa de preservagio
por forma a garantir a integridade dos compostos ¢ das suas caracteristicas fisicas-quimicas.
Todavia, antes da analise instrumental, ¢ necessario um passo crucial de preparacdo da amostra,
que permite extrair e concentrar o analito das matrizes da amostra [32]. Como consequéncia, 0s
analitos sdo isolados seletivamente da matriz, e enriquecidos por forma a reduzir os limiares
analiticos e a tornar possivel a identificacdo e quantificacdo, sendo crucial em analise vestigial
[19,32].

Nas ultimas décadas, este processo tem sido maioritariamente realizado com recurso as
técnicas de extracdo bem consolidadas, extracdo em fase solida (SPE, do inglés Solid Phase
Extraction) e extragdo liquido-liquido (LLE, do inglés Liquid-Liquid Extraction) que exigem de
elevados volumes de solventes organicos e recursos, fonte de impacto negativo sobre o ambiente
[34]. Recentemente, emergiu um novo conceito de quimica sustentavel, onde o investigador Paulo
Anastas reconheceu o papel fundamental do desenvolvimento de métodos analiticos e atribuiu o
ramo Green Analytical Chemistry como uma area emergente na sustentabilidade. Desde entdo,
comegaram a surgir as primeiras técnicas de microextracdo, desenvolvidas com objetivo de
atender as necessidades analiticas e aos desafios colocados pelos principios da Quimica Verde
[33,34].

A classificagdo das técnicas de microextragdo pode ser influenciada por diversos fatores,
destacando-se dois tipos principais, nomeadamente a microextragdo sortiva baseada em soélidos e
em liquidos. Estes métodos empregam dispositivos configurados para realizar a extracao dos
analitos por meio de interacdes fisico-quimicas especificas com uma fase extratora, podendo esta
ser constituida por sorventes solidos ou liquidos [32].

Algumas destas técnicas tém vindo a ser propostas para a analise de piretroides, como ¢é
o caso da microextracdo em fase solida (SPME, do inglés Solid Phase Microextraction) [35,36],
microextragdo sortiva em barra de agitacdo (SBSE, do inglés Stir Bar Sorptive Extraction) [37] e
microextragdo adsortiva em barra (BAuE, do inglés Bar Adsortive Microextraction) [38].
Relativamente a técnicas de microextragdo baseadas em liquidos, tem sido desenvolvido estudos
em microextragdo em gota unica (SDME, do inglés Single-Drop Microextraction) [39,40],
microextragdo liquido-liquido dispersiva (DLLME, do inglés Dispersive Liquid-Liquid
Micoextraction) [41,42] e microextracdo em fase liquida com auxilio de fibra oca (HF-LPME, do
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inglés Hollow Fiber Liquid Phase Microextraction) [43]. Estas ultimas, comparativamente as
técnicas sortivas, foram desenvolvidas pois proporcionam uma cinética muito rapida da extracao,
uma vez utilizarem solventes como fase extratora, para além de reduzirem a manipulagdo
analitica, proporcionam significativa sensibilidade na recuperagdo de analitos alvo, elevada
reprodutibilidade e baixo custo. Assim sendo, para os compostos estudo que apresentam
caracteristicas de hidrofobicidade (log Koww > 3), como tal o caso dos piretroides, torna-se
vantajoso a utilizagdo de liquidos para a sua extragdo da matriz aquosa, devido ao facto das
interagoes dominantes serem rapidamente estabelecidas com a fase extratora, ao invés da matriz
aquosa [34,39,41,43].

1.6.1. Técnicas de microextracdo baseada em solidos

1.6.1.1. Microextracio em fase solida (SPME)

Em 1990, Pawliszyn et al. introduziram a técnica de SPME, com o propodsito de
simplificar a preparagdo de amostras, pelo que, ganhou destaque em analise ambiental por
oferecer uma alternativa eficiente e ambientalmente sustentavel, eliminando a necessidade de
solventes organicos [44-47]. Esta tecnologia recorre a uma fibra polimérica retratil de 1 a 2 cm
de comprimento para a extracdo de analitos presentes numa matriz ¢ posterior inje¢do na
instrumentacao analitica [44,45]. Na figura 1.3 encontra-se representado o dispositivo de SPME,
sendo constituido por uma fibra reutilizavel de silica fundida revestida com uma fase estacionaria
polimérica, adequada aos analitos alvo, permitindo a respetiva extragdo e enriquecimento. Esta
fibra revestida encontra-se incorporada numa seringa oca, na qual a protege de possiveis danos
que podem ocorrer no processo extrativo, preservando a movimenta¢do da mesma na perfuragao
dos septos dos frascos de amostragem e dos injetores cromatograficos [46,48].

Parafuso de retencio
do émbolo

Embolo J

Agulha para
Suporte de perfuracio do septo
protegio da
agulha ajustivel

Revestimento
da fibra de silica
fundida

Figura 1.3. Esquema do dispositivo de SPME.

O processo de SPME envolve a execugao de duas etapas basicas: (i) sor¢ao dos analitos
entre a fase estacionaria e a matriz da amostra e (ii) dessor¢do dos extratos concentrados para um
instrumento analitico. Nos ultimos anos, esta técnica tem adquirido reconhecimento significativo
nos diversos dominios de aplicagdo, com enfoque em laboratorios de rotina e aplicagdes
industriais, devido a sua capacidade de integrar, num processo Unico, as etapas de amostragem,
extragdo e enriquecimento dos analitos do seio da amostra [45]. Na técnica SPME, uma pequena
quantidade da fase estacionaria, associada a um suporte sélido, ¢ colocada em contato com a
matriz da amostra por um periodo pré-definido, pelo que, se a exposi¢do for suficientemente
longa, ocorre o estabelecimento de um equilibrio entre as concentra¢des presentes na matriz da
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amostra e na fase polimérica do dispositivo. Quando as condigdes de equilibrio sdo alcangadas,
uma exposi¢do prolongada da fibra ndo resulta numa maior acumulagio de analitos [46]. De facto,
0 objetivo primordial sera alcancar uma extragdo completa o mais rapidamente possivel, pois isso
indica que o equilibrio de extragdo foi atingido, conforme descrito na literatura [45,46,49].

Na primeira etapa realiza-se a extragdo ¢ o enriquecimento dos analitos alvo através da
exposicdo da fibra polimérica em contacto com a amostra durante um periodo de tempo
previamente determinado, podendo haver dois modos distintos para a extragdo: por imerséo direta
(DL, do inglés Direct Immersion) na amostra, utilizada maioritariamente para compostos nao
volateis ou semi-volateis, ou por extragdo no espaco de cabeca (HS, do inglés Headspace), no
caso de serem compostos volateis, conforme apresentado na figura 1.4 b) e a), respetivamente. Ja
na segunda etapa procede-se a dessor¢ao dos analitos da fase polimérica para posterior analise na
instrumentacdo, podendo ser efetuada por duas vias: por dessor¢ao térmica (TD, do inglés
Thermal Desorption), para compostos mais volateis e ndo termolabeis, onde ganha extrema
sensibilidade na resposta instrumental exclusiva para sistemas de GC, conforme apresentado na
figura 1.5. A outra via € por dessor¢do liquida (LD, do inglés Liquid Desorption), no caso de
compostos ndo volateis e termolabeis, onde os compostos sdo transferidos do seio do revestimento
da fibra de SPME para uma solucdo orgénica passivel de analise por sistemas de cromatografia
liquida (LC, do inglés Liquid Chromatography) ou eletroforese capilar (CE, do inglé€s Capillary
Electrophoresis), estes tltimos através de uma interface adequada [44,47].

P
|
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W

Figura 1.4. Esquema dos modos de extragdo da SPME. Na figura a) encontra-se o modo HS e na figura b) o modo DI.
A ilustrag@o foi criada com recurso ao enderego eletronico https://biorender.com/.

De acordo com a literatura, a grande evolucdo da técnica SPME advém das suas
vantagens, particularmente evidentes para compostos mais volateis em matrizes complexas. Isso
deve-se ao facto de que a extragdo em HS e injecdo por TD confere a metodologia caracteristicas
de sustentabilidade e eficiéncia, ao eliminar o uso de solventes e simplificar o processo analitico
numa Unica etapa. Deste modo, a SPME tem sido frequentemente utilizada em combinagdo com
a GC e cromatografia em fase gasosa acoplada a espetrometria de massa (GC-MS, do inglés Gas
Chromatography — Mass Spectrometry), demonstrando sucesso numa ampla gama de compostos,
especialmente compostos organicos volateis e semi-volateis de matrizes complexas [44].
Conforme ilustrado na figura 1.5, os analitos alvo apds serem extraidos e enriquecidos na fase
polimérica que reveste a fibra de SPME, séo posteriormente introduzidos na instrumentagio
analitica num Unico passo, ou seja, através de TD [46].
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Figura 1.5. Representagdo do procedimento experimental da SPME por HS e posterior analise em GC. A ilustragao foi
criada com recurso ao enderego eletronico https://biorender.com/.

De uma forma geral, esta técnica demonstra elevada compatibilidade numa ampla
variedade de instrumentagdo analitica, tendo sido adotada em diversas areas como ambiental,
alimentar e farmacéutica. Pela conformidade com os principios da "quimica verde", visto que
dispensa a necessidade de solventes, de abordagem simplificada e eficiente para analise, torna-se
“user friendly” e “eco friendly”. A técnica de SPME apresenta um processo rapido de uma unica
etapa e pela disponibilidade de dispositivos portateis, o que viabiliza a aplica¢do direta em
ambientes de campo. As suas vantagens incluem a compatibilidade com uma ampla variedade de
matrizes, a exigéncia de quantidades reduzidas de amostra e a versatilidade em diversos setores
de trabalho e na instrumentagdo analitica [50].

Contudo, ¢ importante considerar as limitacdes associadas, como a disponibilidade
restrita de fases poliméricas do revestimento da fibra, o custo elevado destas e dos respetivos
aparelhos de automatizacdo, a restri¢do da andlise de compostos com volatilidade por GC, a
sensibilidade a mudangas na matriz das amostras e a capacidade de extracdo limitada devido a
quantidade reduzida de revestimento na fibra [50].

Fundamentos teoricos de SPME:

Teoricamente, quando a concentracdo do analito presente na matriz da amostra ¢ no
revestimento da fibra apresentarem estar em equilibrio o processe de microextragdo SPME ¢ dada
por completa, sendo que posteriormente a atingir as condi¢des de equilibrio, ndo existe mais
acumulagdo de analito na fase polimérica. Numa extragao por DI, este equilibrio é descrito por
uma constante de distribuicdo entre a fibra e a amostra (Kuy), conforme apresentado na equagio
1.1, calculado pelas concentracdes de analito na fase polimérica da fibra (Cs) e a concentragdo de
analito presente na matriz da amostra (Cn) [46,49].

= (1.1)

>
matriz fibra mf C

A constante de distribui¢do ¢ influenciada pelas condi¢cdes da matriz, especialmente pelos
parametros de agitacdo, tempo de equilibrio e modo de extragdo. A quantidade de analito extraido
para a fibra (nf) em equilibrio pode ser determinada pela equacdo 1.2, considerando a
concentracdo inicial do analito na amostra (Cy), € o volume da fase sorvente na fibra (Vy).

nf=CO-Vf-Kfm (1.2)
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Nesse contexto, a equagdo demonstra que a quantidade de analito extraido ¢ independente do
volume da amostra, refletindo diretamente a concentracdo do analito na matriz. Isto permite a
quantificacdo de forma precisa por meio de técnicas de instrumentacao analitica [49].

1.6.1.2. Extragdo sortiva em barra de agitacdo (SBSE)

Posteriormente a técnica de microextracdo SPME surgiu, em 1999, a SBSE de Baltussen
et al. como técnica complementar e alternativa face as limitagdes vigentes da SPME [51].
Conforme ilustrado na figura 1.6, o dispositivo SBSE que consiste numa barra de agitacdo
magnética incorporada dentro de um tubo de vidro selado e revestido externamente com 25-125
pL (0,3-1,0 mm de espessura) de fase polimérica, polidimetilsiloxano (PDMS). A encapsulacao
com vidro e a auséncia de polimero nas extremidades evita a decomposicao da fase polimérica
[34,52].

PDMS
Material
Vidro magnético

—

Figura 1.6. Esquema detalhado da composigao do dispositivo de SBSE(PDMS).

O processo analitico da SBSE consiste em dois passos fundamentais, nomeadamente a
extragdo e enriquecimento dos analitos do seio da amostra para o PDMS e, posteriormente, a
retro-extracdo ou dessor¢do dos mesmos da fase polimérica para o sistema cromatografico.
Durante o processo de extragao, as barras de agitacdo serem colocadas em contato com os solutos
recorrendo aos modos de amostragem por DI ou por HS, conforme é exemplificado na figura 1.7,
sendo a ultima mais indicada para a analise de compostos volateis. No modo HS-SBSE, a
amostragem ¢ efetuada suspendendo a barra de agitagdo no topo do frasco, ficando o polimero
em contato estitico com a fase vapor proveniente da matriz liquida ou solida. Esta abordagem
apresenta a vantagem de preservar o polimero de PDMS de possiveis contaminagdes com
interferentes ndo volateis, aumentando igualmente o tempo de vida da barra de agitagdo. Ja no
modo DI-SBSE, a barra ¢ colocada dentro da matriz aquosa da amostra, permitindo a extragdo
dos analitos pela agitagdo provocada [51,53]. Uma das caracteristicas mais interessantes da SBSE
reside nas barras de agitacdo poderem ser usadas centenas de vezes sem mostrar degradagao fisica
do revestimento em PDMS, dependendo da complexidade das amostras e cuidado no
manuseamento [51,52].

Na etapa de retro-extracdo por SBSE, ¢ possivel recorrer a dois modos de dessorgdo: a
TD eaLD. A TD, embora seja a abordagem mais direta, esta restrita a compostos volateis e semi-
volateis, enquanto a LD torna-se abrangente, preferencialmente para analitos termolabeis,
incluindo semi-volateis e ndo volateis. J4 o modo TD exige um tubo de vidro apropriado e uma
unidade de aquecimento dedicada, alcangando temperaturas de até¢ 350 °C, sendo compativel
apenas com GC. Por outro lado, a LD pode ser combinada com sistemas de separagdo GC, LC,
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, do inglés High Performance Liquid
Chromatography) ou CE, utilizando condigdes instrumentais convenientes [34,51-53].
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Figura 1.7. Representagdo esquematica dos modos de operacdo relativos a extragao [a) DI-SBSE; b) HS-SBSE] e retro-
extrago ou desercdo [¢) LD; d) TD] usados pela técnica SBSE. 1 - Vortéx formando pela agitagdo; 2 - Barra de agitagao
do SBSE; 3 - Amostra; 4 — Barra agitacdo de Teflon; 5 - HS; 6 - Frasco de amostragem; 7 - Vial de inje¢ao (GC ou
HPLC); 8 - Solvente para LD; 9 - Tubo de vidro para TD. A ilustracéo foi criada com recurso ao endereco eletrénico
https://biorender.com/.

Apesar dos recentes desenvolvimentos por SBSE(PDMS) terem provado caracteristicas
interessantes ¢ inovadoras como técnica baseada em sor¢do, em muitos casos evidencia limitagdes
na microextracdo de diversos tipos de solutos. Assim, se focarmos a nossa aten¢ao no alargado
grupo de compostos com caracteristicas polares, p.e. log Kow < 3, a técnica de SBSE(PDMS) tem
demonstrado ineficacia devido as fracas interagdes hidrofobicas que se estabelecem, sendo uma
fase polimérica com maior capacidade de extragdo de compostos apolares (log Kow > 3) [52-54].
Relativamente a limitacdo da pequena quantidade de material sortivo da técnica de SPME, o
dispositivo de SBSE apresenta entre 50 ¢ 250 vezes mais quantidade de fase polimérica, o que
resulta numa maior sensibilidade especialmente para concentragao baixa em analise vestigial [34].

No entanto, apesar da limitagdo que evidencia para compostos polares, a SBSE(PDMS) continua
a ser das técnicas mais implementadas, uma vez apresentar grande reprodutibilidade, robustez e
abrangéncia, comparativamente com outros métodos de microextracdo analitica. Recentemente,
foi proposta uma nova técnica para solucionar a limitagdo da SBSE(PDMS) na andlise de
compostos com caracteristicas mais polares, designada por BAUE, que tem demonstrado grande
potencial e complementaridade relativamente a primeira [52].

Fundamentos teoricos da SBSE(PDMS):

Na teoria SBSE(PDMS), os rendimentos de eficiéncia de um analito estdo relacionados
com a parti¢cdo entre a fase PDMS da barra de agitacdo e a amostra aquosa (W), apresentando um
comportamento semelhante a distribuicdo descrita pelos coeficientes de particdo octanol-dgua
(Kprpmsiw = Kopv) durante o equilibrio estatico. Em geral, os analitos apolares tém valores de log
Ko superiores ou iguais a 3, ¢ os mais polares t€ém valores de log K,4, inferiores a 3. Assim, Koy
e o racio de fase (B = Vu/Vrepums, em que Vy, é o volume da amostra de 4gua € Vepums € 0 volume
de PDMS) sdo parametros importantes para prever a recuperagdo teérica utilizando a seguinte
equagdo [53-55]:

Recuperacio (%) = (Kow/B) / (14 Kopw/ B) x 100 (1.3)

A partir desta expressdo, percebemos que quanto maior a hidrofobicidade dos compostos
alvo ou o volume de PDMS (menor B), maiores sdo os rendimentos de extracdo esperados pela
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SBSE, conforme demonstrado pela figura 1.8. A equacdo 1.3 permite prever a recuperacao
teorica, conhecendo apenas B e Ko, sendo que este tltimo pode ser facilmente obtido a partir dos
valores teoricos da literatura ou calculado através de software disponivel noutro local [53,55].

1.6.1.3. Microextragao adsortiva em barra (BAuE)

Com a finalidade de superar as limitagdes impostas pela técnica de SBSE(PDMS) na
analise de compostos com caracteristica mais polares, & proposta em 2010, a BAuE. Neste
contexto, varios estudos tém sido propostos com esta metodologia analitica onde tem
demonstrado ser promissora ¢ abrangente na monitorizagdo vestigial de diversas classes de
compostos organicos, com caracteristicas desde polares (log Kow < 3) a apolares (log Kow> 3)
em diversas matrizes [38,34]. Os dispositivos analiticos apresentam uma geometria cilindrica,
consistindo num tubo oco de polipropileno (15 mm de comprimento, 2,0 mm de didmetro e 0,5
de espessura) no qual sdo revestidos externamente com fases sorventes (cerca de 1 a 5 mg),
apropriado a cada analito em questdo, sendo fixadas com recurso a um adesivo, conforme
ilustrado na figura 1.9.

As fases sorventes utilizadas para o revestimento destes dispositivos podem ser carvdes
ativados (ACs) provenientes da biomassa e/ou preparados no laboratorio, sendo soélidos
caracterizados por apresentarem estruturas de nanoparticulas porosas compostas por poros com
dimensdes diferenciadas: desde estruturas de macroporos (> 50 nm) e mesoporos (2-50 nm) a
microporos (< 2nm). Estes ACs apresentam elevadas areas superficies de contacto e grande
capacidade de reten¢do do analito. Alternativamente recorre-se a sorventes poliméricos, uma vez
que estes sdo macromoléculas formadas a partir de fortes ligacdes covalentes com repetidas
unidades basicas designadas de mondmeros. Os mecanismos de interagdo para reten¢do do analito
dependem de fatores como as caracteristicas textuais, tamanho, area superficial, microporosidade
e pH. Neste contexto, a analise de compostos mais polares foi conseguida, uma vez que os
materiais sorventes usados, permitem a retencdo de analitos de ampla gama de polaridades
[56,57].

Material sortivo 4

Tubo de polipropileno - T
Adesivo

Figura 1.8. Esquematizago do dispositivo analitico utilizagdo na BAPE a esquerda e o modo de operagéo do processo
extrativo por BAUE a direita. 1- amostra; 2- dispositivo analitico BAUE; 3 - barra de agitagdo magnética de Teflon; 4
- fraco de amostragem. A ilustragdo foi criada com recurso ao endereco eletronico https://biorender.com/.

Do ponto de vista pratico, o ciclo analitico da BAUE, 4 semelhanca da SBSE ¢ SPME,
consiste em duas etapas fundamentais: a microextracdo dos analitos da matriz da amostra para o
dispositivo analito, onde este ¢ um passo que opera em condi¢des de equilibrio, seguido da retro-
extragdo dos compostos da fase sorvente para um solvente passivel de ser posteriormente
analisado no sistema instrumental adequado [56]. Esta técnica opera por intermédio de uma
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tecnologia inovadora de amostragem por flutuacdo, onde o dispositivo flutua na matriz da
amostra. Desta forma, o enriquecimento ¢é efetuado através da agitagdo com uma barra magnética
4 base de Teflon que vai promover a migracao dos analitos do seio da matriz até a fase, por
difusdo, tal como demonstrado na figura 1.9. Ao usar-se esta abordagem, como os dispositivos
flutuam no vortéx formado, evita-se a degradacdo fisica resultante pelo contacto direto com as
paredes e com o fundo dos frascos de amostragem, favorecendo assim a preservacao da fase e do
proprio dispositivo. O passo de retro-extragdo, por sua vez, opera no modo LD, sendo os analitos
dessorvidos para um solvente adequado 4 analise instrumental, com recurso a ultrassons [56,58].

Neste sentido, a grande vantagem desta metodologia alternativa face as bem estabelecidas
reside no facto de demonstrar excelente desempenho para a microextragao vestigial de uma vasta
gama de compostos desde polares a apolares numa variedade de matrizes complexas. Esta técnica,
além de apresentar ser amiga do ambiente, por utilizar recursos provenientes da biomassa e
volumes de solventes organicos negligenciaveis, passivel de ser incluido em trabalho de rotina e
adaptado aos sistemas instrumentais convencionais, GC ou HPLC. Contudo, a maior vantagem
desta metodologia alternativa advém da grande reducdo de custo-beneficio, ser “eco friendly” e
a grande eficacia e facilidade de manipulagdo [56,59].

1.6.2. Técnicas de microextracdo baseada em liquidos

1.6.2.1. Microextracdo em gota unica (SDME)

De forma a resolver as diversas limitagdes das técnicas convencionais baseadas em
liquidos que contrariam os principios da quimica verde, Liu e Dasgupta, em 1990, desenvolveram
o primeiro procedimento de microextracdo a base de solventes, designada por SDME, para
extragdo de analitos de amostras aquosas e gasosas para uma gota de solvente organico [60-62].

Na figura 1.10 encontra-se ilustrado o dispositivo de SDME, composto por uma
microsseringa convencional equipada com uma agulha, a qual suporta a gota de solvente organico.
Durante o procedimento, a gota € exposta apds a introducdo da microsseringa no frasco de
amostragem. Posteriormente, a gota ¢ recolhida para o interior da microsseringa ¢ injetada num
instrumento analitico adequado, como cromatdgrafos ou espectrofotometros [39,61]. Os volumes
tipicos de solvente utilizados na SDME variam entre 1 e 3 uL., embora volumes maiores possam
ser alcancados com o uso de adaptadores acoplados a extremidade da microsseringa [63].

A abordagem por SDME decorre em duas etapas, na qual na primeira se procede a
extragdo e enriquecimento do analito, através da exposic¢do da gota a amostra durante um intervalo
de tempo previamente estabelecido. A extragcdo pode ser efetuada por diferentes modos,
agrupados por duas classes: pelo modo bifasico, constituido por duas fases, ou pelo modo
trifasico, constituido por trés fases distintas [60,61,63].
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Figura 1.9. Esquema da extragdo por SDME. Na figura a) encontra-se o modo DI e na figura b) o modo HS (artigo 1,3).
A ilustragao foi criada com recurso ao enderego eletronico https://biorender.com/.

Entre os diferentes modos destaca-se os modos por DI (figura 1.9, a)) e por HS (figura
1.9, b)), aos quais correspondem a cerca de 80% dos trabalhos desenvolvidos com SDME. No
modo de extragdo por HS-SDME, um sistema de trés fases, a gota fica suspensa na ponta da
microsseringa acima da amostra aquosa, no espago denominado HS, ao invés do procedimento de
extragdo por DI-SDME. Isso deve-se ao facto de que, os compostos extraidos volatilizam da fase
aquosa para o HS passando, posteriormente, do HS para o solvente. Deste modo, a técnica HS-
SDME ¢ direcionada para a analise de analitos volateis e semi-volateis, sendo o modo DI-SDME
complementar para analitos ndo volateis, mas que contenham alguma hidrofobicidade [62,63].

Embora apresente a limitagdo relacionada com a estabilidade da gota, a SDME continua
a ser amplamente utilizada, conforme descrito na literatura, devido as inimeras vantagens que
evidenciam grande simplicidade, “eco fiiendly”, cinética de extracdo rapida, baixo custo-
beneficio, auséncia de necessidade de equipamentos adicionais e a sua aplicabilidade a uma ampla
gama de compostos com diferentes volatilidades e polaridades [60,63].

1.6.2.2. Microextracgdo liquido-liquido dispersiva (DLLME)

Em 2006, foi introduzida por Rezaee e colaboradores, a técnica DLLME, como técnica
complementar as técnicas vigentes baseadas em liquidos [64,65]. A técnica de DLLME aborda
uma extragao liquido-liquido miniaturizada, onde os analitos sdo extraidos da matriz com auxilio
de um solvente extrator ¢ um solvente dispersor, sendo o solvente imiscivel e miscivel com a
amostra aquosa, respetivamente [66].

Conforme ilustrado na figura 1.10, o processo analitico da DLLME ocorre em duas etapas
principais. Na primeira etapa, uma mistura de solventes, composta por um solvente extrator e um
solvente dispersor, ¢ rapidamente injetada numa amostra aquosa, promovendo a formagdo de uma
dispersdo homogénea que facilita a particdo dos analitos para a fase organica. Para assegurar a
eficiéncia do processo, os solventes devem atender a requisitos especificos: o solvente extrator
deve ser hidrofébico e apresentar elevanda densidade (como DCM, cloroférmio ou
tetracloroetileno), enquanto o solvente dispersor deve ser miscivel tanto com o solvente extrator
quanto com a amostra aquosa (como Ace, EtOH ou ACN) [64,65].
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Durante a inje¢@o, forma-se uma microemulsdo composta por microgoticulas de solvente
extrator, cuja formagdo é auxiliada pelo solvente dispersor. Esta microemulsio gera uma maior
area superficial entre a amostra aquosa e o solvente extrator, permitindo que o equilibrio seja
atingido rapidamente e tornando a eficiéncia da microextragdo praticamente independente do
tempo, o que constitui a principal vantagem desta abordagem. Na segunda etapa, a separacdo das
fases ¢ obtida por centrifugacdo, sendo a fase organica recolhida com auxilio de uma seringa para
posterior analise instrumental [65].

Do ponto de vista da eficiéncia do processo da DLLME, os parametros dos solventes
provocam a maior influéncia no desempenho, pelo que, tanto o solvente extrator como o dispersor
devem de ser cuidadosamente selecionados. E de considerar, a importancia dos volumes
utilizados para ambos os solventes, crucial para obteng¢ao de uma boa formagao da microemulsao
[67,68].
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Figura 1.10. Esquema do procedimento tradicional de microextragdo liquido-liquido dispersiva (DLLME); 1 - Seringa
com solvente extrator e dispersos; 2 - Amostra aquosa; 3 - dispersdo da mistura de solventes na amostra apds a inje¢ao
rapida; 4 - colheita da fase organica [65,67]. A ilustragdo foi criada com recurso ao enderego eletronico
https://biorender.com/.

Neste sentido, a DLLME ¢ uma técnica simples e rapida, cujos beneficios sdo, a redugao
da utilizagdo de solventes organicos, a grande area superficial entre as fases, que promove a rapida
cinética de extragdo até obtengdo do equilibrio e elevado fator de concentragdo para uma diversa
classe de compostos. Contudo, contrariamente aos principios da quimica verde, alguns autores
descrevem como principal desvantagem o uso de solventes organicos clorados [65].

1.6.2.3. Microextracio em fase liquida com auxilio de fibras
ocas (HF-LPME)

Outra abordagem desenvolvida foi a HF-LPME, que surgiu por forma a colmatar as
grandes limitagdes da SDME [43,69,70]. A técnica HF-LPME envolve a utilizacdo de um
dispositivo analitico que consiste numa membrana microporosa de polipropileno (PP) contendo
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a fase extrator. A fibra mais comumente utilizada para esta técnica apresenta 70% de porosidade
¢ 0 seu comprimento varia entre 1,5 ¢ 10,0 cm. A elevada porosidade permite a facil imobilizagdo
de um solvente organico [70,71].

O procedimento analitico consiste numa fibra polimérica microporosa preenchida por um
solvente organico, introduzido por intermédio de uma microsseringa. O processo de extragdo
envolve a submersdo da fibra, ou de um sistema de fibras, na matriz da amostra, permitindo a
extragdo dos analitos por difusdo passiva da amostra para o interior da membrana, de forma
semelhante ao mecanismo observado na LLE. Apds a etapa de extragdo, o solvente organico ¢
recuperado com o auxilio de uma microsseringa e submetido a analise instrumental, que pode ser
realizada por GC, HPLC ou CE [70].

A microextracdo em fase liquida pode apresentar duas ou trés fases basicas para o
desenvolver do processo. No sistema de duas fases, o analito é extraido de uma amostra aquosa
com recurso a um solvente organico imiscivel, que se encontra imobilizado nos poros e no interior
da membrana oca. Este sistema é compativel com a analise instrumental por HPLC ou GC.
Quando o sistema ¢ composto por trés fases, o analito ¢ extraido de uma amostra aquosa, através
de um solvente organico imobilizado nos poros da membrana, para uma nova fase aquosa presente
no interior da membrana oca. Desta forma, este sistema ¢ largamente utilizado para andlise por
HPLC ou CE. De acordo com a figura 1.11, encontra-se ilustrado os dois modos de extragdo por
HF-LPME, onde espelham a principal diferenca, sendo esta o tipo de fase recetora, organica ou
aquosa [70,72].
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Figura 1.11. Esquema dos modos de extragao utilizados em HF-LPME [70]. A ilustracdo foi criada com recurso ao
endereco eletronico https://biorender.com/.

Existem outras configura¢des empregando-se HF-LPME, tal como a adaptagdo da
membrana oca em forma de U, na qual sdo utilizadas duas microsseringas para a injegdo e a
retirada da solugdo recetora do interior da membrana; outra configuracao possivel ¢ a utilizacdo
da membrana em forma de haste, com a parte inferior da membrana selada mediante aplicagdo de
pressdo, valendo-se nesse caso também do auxilio de uma microsseringa para a colocagdo e
retirada da solucdo recetora [43,70,71]. Deste modo, apesar da técnica de HF-LPME apresentar
rapida cinética de extragdo, elevados fatores de enriquecimento e aplicagdo a uma larga gama de
compostos, devido aos diferentes modos e configuragdes exigidas, torna-se de dificil manuseio,
embora com desvantagem para a automatizagdo, o que se torna uma técnica morosa e exaustiva
para o analista, em contexto rotina [70].
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1.6.2.4. Microextracio em fibra oca (HFuE)

Em 2018, surgiu uma técnica inovadora de microextracao em fibra oca (HFuE, do inglés
Hollow-Fiber Microextraction), destinada a analise vestigial de compostos organicos volateis e
semi-volateis em matrizes reais. Esta abordagem ¢é considerada hibrida, pois combina as
principais vantagens de técnicas anteriormente descritas, como a SDME, a HF-LPME e a BAE,
visando superar diversas limitagdes das metodologias convencionais. Além disso, a HFuE alinha-
se aos principios da quimica analitica verde, promovendo uma alternativa mais sustentavel e
eficiente para amostras complexas [41,73].

O dispositivo analitico da HFpE, ilustrado na figura 1.12, € composto por uma membrana
oca porosa de PP, um material de baixo custo amplamente utilizado na técnica HF-LPME. Esta
membrana ¢ embebida num solvente organico selecionado de acordo com os compostos-alvo,
promovendo uma cinética rapida de enriquecimento dos analitos no dispositivo, caracteristica
partilhada com a técnica SDME. Além disso, o sistema opera sob o principio de amostragem por
flutuacdo, conferindo-lhe uma robustez comparavel a observada na técnica BAuE [43].
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Figura 1.12. Esquematiza¢do da malha do tudo do dispositivo analitico da HFpE a esquerda e a analise do processo
extrativo por HFpE a direita. 1 - amostra; 2 - fraco de amostragem; 3 - dispositivo analitico HFWE; 4 — barra magnética
de Teflon. A ilustragdo foi criada com recurso ao enderego eletronico https://biorender.com/.

\

Semelhante a técnica BAUE, o ciclo analitico da HFUE opera em dois passos
fundamentais: a microextracdo e a retroextracdo, etapas essenciais para a posterior analise
instrumental. Conforme ilustrado na figura 1.12, o processo de extragdo segue os principios
descritos anteriormente. No entanto, diferentemente de outras técnicas de microextragdo em fibras
ocas mencionadas na literatura (ex. HF-LPME), onde o uso de uma microsseringa ¢ indispensavel
para administrar e recuperar o solvente organico da membrana de PP, a abordagem proposta
simplifica significativamente este procedimento. Na HFpuE, a membrana ¢ embebida por alguns
segundos num solvente organico adequado aos analitos em estudo e, em seguida, colocada
diretamente na amostra juntamente com uma barra magnética de Teflon para agitagdo. Este
método oferece uma etapa preparativa mais rapida e de facil execug@o. Na etapa de retroextracgao,
o processo distingue-se por ser realizado num tnico passo: os dispositivos analiticos sdo
removidos da amostra e transferidos para vials de vidro apropriados, contendo até 100 uL do
mesmo solvente organico utilizado previamente. Posteriormente, a amostra encontra-se pronta
para analise em sistemas instrumentais apropriados, beneficiando da versatilidade das membranas
de PP, que permitem a inje¢do automatica no vial gracas as suas dimensdes compactas e elevada
flexibilidade [73,74].
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Neste sentido, as vantagens distintivas desta metodologia alternativa em relagdo as
abordagens convencionais residem na sua simplicidade de utilizagao e robustez, com os processos
de extragdo e retroextracdo, uma vez que sao realizados numa unica etapa. Além disso, destaca-
se pela sua ampla aplicabilidade a diversos analitos e matrizes, aliada a sua caracteristica
ecologica e de uso rotineiro, eficacia comprovada e excelente relagdo custo-beneficio [41].
Estudos recentes que recorreram a esta técnica demonstram resultados notaveis na extracdo de
uma ampla gama de compostos, em particular com caracteristicas apolares, em diversas matrizes
aquosas [73,74].

1.6.3. Técnicas Cromatogrdficas

O termo “cromatografia” foi introduzido e utilizado pela primeira vez no inicio do século
XX pelo botanico russo Mikhail Tswett. Tswett aplicou esta técnica na separagdo de pigmentos
vegetais, como clorofilas e xantofilas, através da passagem de solucdes desses compostos por
uma coluna, onde as espécies separadas formavam bandas coloridas. Este fenomeno inspirou a
designagdo do método, derivada do grego "chroma" (cor) e "graphein" (escrita). Nas tiltimas cinco
décadas, a area da cromatografia tem registado um crescimento exponencial, impulsionado tanto
pelo desenvolvimento de novas técnicas como pela necessidade de métodos mais avangados para
a caracterizacdo de misturas complexas. Este progresso notavel foi reconhecido pelo Prémio
Nobel de Quimica de 1952, atribuido a A. J. P. Martin ¢ R. L. M. Synge, em homenagem as suas
descobertas pioneiras, que destacaram o papel fundamental da cromatografia de particdo. Até aos
dias de hoje, este campo continua a expandir-se ¢ a desempenhar um papel crucial nas ciéncias
analiticas [75,76].

A cromatografia compreende um conjunto diversificado e fundamental de métodos que
permitem a separacao de diferentes componentes presentes em misturas complexas. Em todos os
processos cromatograficos, a amostra ¢ transportada por uma fase movel, que pode ser gasosa,
liquida ou composta por um fluido supercritico. Esta fase movel ¢ entdo conduzida através de
uma fase estacionaria imiscivel, contida numa coluna ou em leito aberto [76].

A eficacia da separagdo depende de caracteristicas moleculares, como a adsorgdo, a
particao, as diferengas de polaridade e os pesos moleculares. Assim, alguns componentes
permanecem mais tempo na fase estacionaria, deslocando-se mais lentamente no sistema
cromatografico, enquanto outros atravessam a fase estacionaria com maior rapidez [75,77].
Componentes fortemente retidos pela fase estacionaria deslocam-se de forma lenta com o fluxo
da fase movel, ao passo que os menos retidos percorrem o sistema mais rapidamente. Como
resultado dessas diferencas de mobilidade, os componentes da amostra separam-se em bandas
discretas ou zonas, permitindo a realiza¢do de analises qualitativas e/ou quantitativas.

Em relagdo aos resultados alcancados por um sistema cromatografico, existem conceitos
teoricos pertinentes para a compreensdo do cromatograma, o qual se encontra exemplificado na
figura 1.13. Ao considerar uma mistura de dois componentes (1 e 2, figura 1.13), a separagdo
numa coluna s6 se efetuara se estes forem diferencialmente retidos pela fase estacionaria.
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Figura 1.13. Representagdo esquematica de um cromatograma na separagido dos compostos 1 ¢ 2.

De forma a identificar os componentes da mistura por meio da separacdo cromatografica,
o tempo de retencao (tr), isto €, o intervalo de tempo durante o qual um componente € introduzido
na coluna até ser detetado, ¢ determinado pela soma do tempo de retencdo ajustado (t’r) e do
tempo morto (tv), conforme expresso pela equagio 1.4. Um composto nio retido serd eluido no
tw, enquanto um composto retido eluira posteriormente, atravessando a coluna num tg, sendo o
t’r 0 tempo que o composto despende na fase estacionaria.

t =t +t 14
R R M

O fator de capacidade (k’) é uma medida que estuda o grau de retencdo dos analitos nas
colunas ou superficies, podendo ser calculada com a equagdo 1.5, desde que a velocidade do fluxo
se mantenha constante.

k=-% (1.5)

Considerando a separagdo de dois compostos adjacentes, esta pode exprimir-se através
do fator de separacao ou seletividade () e relaciona-se com a fase estacionaria e com as condi¢des
de operagdo a partir da interagdo com a mesma. Este parametro traduz-se entre os fatores de
capacidade de dois compostos adjacentes (1 e 2), de acordo com a equagdo 1.6. A seletividade
aumenta quando existe um afastamento entre os picos adjacentes.

QZEL (1.6)
k2

Sendo a cromatografia um fenémeno de transferéncia de massa, a eficiéncia (N) de uma
coluna cromatografica pode ser expressa pela teoria dos pratos tedricos, modelo desenvolvido
pela dupla Martin e Synge, grandeza que exprime o numero de equilibrios que ocorrem durante a
separacao, sendo tanto maior quanto maior for N, e que pode ser calculada pela equagdo 1.7, em
que W ¢ a largura da base de um pico simétrico (equacao 15). Esta eficiéncia traduz na capacidade
de eluicdo do analito com o minimo de disperséo.

t 2
N=16 X(—‘L) (1.7)
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O objetivo das aplicacdes cromatograficas consiste em separar todos os componentes de
uma dada mistura, sendo o grafico de separacdo entre dois compostos designado por resolugao
(Rs). Desta forma, pode recorrer-se a uma expressao que exprime a Rs em termos dos trés fatores
fundamentais independentes, ou seja, o, k’ e N, conforme ilustrado na equacdo 1.8. A medida de
Rs permite afirmar se dois componentes adjacentes sdo ou ndo completamente separados por uma
coluna cromatografica, num tempo analitico aceitdvel. Qualquer pico com formato gaussiano
ocorre separagdo completa ou resoluc@o entre eventuais picos adjacentes sempre que Rs seja
superior ou igual a 1,5 [75-78].

Rs=—x X —2 (1.8)

De forma geral, as técnicas cromatograficas podem ser categorizadas com base na
modalidade fisica pela qual as fases movel e estacionaria interagem. Esta distingdo ocorre entre
os formatos: planar, no qual a fase moével € retida em leito aberto, permitindo que a fase
estacionaria seja atravessada pela capilaridade ou gravidade; coluna, onde a fase movel é contida
num tubo estreito através do qual ¢ impulsionada sob gravidade ou pressao pela fase estacionaria.
Contudo, uma classificacdo adicional pode ser realizada considerando trés critérios: a natureza
fisica da fase movel, o suporte da fase estacionaria e a natureza do mecanismo de separacdo
conforme demonstrado no diagrama da figura 1.14 [76].

Natureza fisica da fase mével: Liquida Gasosa

Suporte da fase estacionaria:

Adsorgao Adsorcao Adsorgao
Natureza do mecanismo de (Cfomﬂmgﬂﬁﬂ.“qgido'sﬁ"@) (cromatografia em camada fina) (cromatografia gés-solido)
separacio: Particdo Particdo Particdo
(cromatografia liquido-liquido) (cromatografia em papel) (cromatografia géas-liquido)
Troca I6nica

(cromatografia de troca i6nica)

Exclusdo molecular

(cromatografia de exclusio molecular)

Figura 1.14. Esquematizagdo da classificagdo de métodos de separacdo tendo por base trés critérios: a natureza fisica
da fase movel, o suporte da fase estacionaria e a natureza do mecanismo de separagao.

1.6.3.1. Cromatografia em fase gasosa acoplada a espetrometria
de massa (GC-MS)

Na hifenacdo GC-MS, a amostra ¢ introduzida no injetor de uma cromatografia em fase
gasosa, pelo que ¢ um método de separacdo baseado em principios onde os componentes de uma
mistura sdo seletivamente distribuidos entre a fase mdvel, neste caso, um gas inerte, normalmente
He, H ou N, e uma fase estacionaria presente no revestimento da coluna [77]. Sendo um método
de separagdo em fase gasosa, o GC requer que os analitos sejam volatilizados antes da sua
separacao.

25



Como tal, a aplicagdo ¢ limitada a componentes com volatilidade e estabilidade térmica
[75]. Este sistema cromatografico ¢ composto por um injetor, uma coluna a temperaturas elevadas
localizada no interior de um forno, sendo posteriormente detetado com recurso a detetores
convencionais, neste caso, o detetor espetro de massa (MS, do inglés Mass Spectrometry)
conforme ilustrado na figura 1.15.
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Figura 1.15. Esquema detalhado do sistema GC-MS [80].

No sistema GC sdo abordados diversos sistemas de injecdo, sendo os mais comuns
aqueles que operam por vaporizagdo isotérmica com ou sem reparticdo de fluxo ("split/splitless™).
Conforme demonstrado na 1.16, o injetor split (S) direciona uma fracdo da amostra para a coluna
cromatografica (tipicamente numa propor¢do entre 1:10 e 1:100), enquanto o restante ¢
descartado, sendo preferencial em analises de amostras com concentragdes substanciais. Por outro
lado, o injetor splitless (SL) introduz a totalidade da amostra no sistema, suspendendo
temporariamente o fluxo de gas inerte para possibilitar a completa vaporizagdo e focagem da
amostra, sendo mais apropriado para amostras de concentracdo vestigial. A selecdo entre estes
injetores ¢ determinada pelas caracteristicas intrinsecas dos analitos e pelos objetivos analiticos,
otimizando a sensibilidade e a eficiéncia da analise cromatografica exigida ao estudo [79,80].
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Figura 1.16. Comparagdo entre os injetores de vaporizagao isotérmica (sendo S e SL) e os com temperatura controlada
(PTV) em cromatografia em fase gasosa.

Sob a perspetiva do estudo de andlises vestigiais, os injetores, sobretudo o injetor splitless,
apresenta limitagdes face ao volume de inje¢@o, uma vez poder variar entre 1 e 3 puL, o que pode
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comprometer a sensibilidade analitica. Porém, atualmente, a literatura menciona alternativas, tal
como o injetor por vaporizagdo com temperatura programada (PTV, do inglé€s Programmed
Temperature Vaporizer). Este possibilita a inje¢cdo de grandes volumes (LVI, do inglés Large
Volume Injection) até 200 uL ou multiplas inje¢des, tornando-se ndo s6 uma técnica de injegdo
crucial para amostras com baixas concentragdes (na ordem dos ppt), como também favorece um
enriquecimento dos analitos presentes. Deste modo, aumenta da sensibilidade analitica na
resposta instrumental [81]. Contudo existem outras diferencas, uma vez que, enquanto o injetor
"split/splitless" opera a temperatura constante, o injetor PTV tem a capacidade de operar com
recurso a uma rampa de temperatura previamente programada. O processo € iniciado pela
introducdo da amostra num "liner" frio (abaixo do ponto de ebuli¢do do solvente), sendo o
arrefecimento realizado pelo auxilio de ar comprimido ou nitrogénio liquido. Durante a injegao,
o solvente ¢ eliminado recorrendo a um aquecimento balistico e os analitos ficam retidos no
"liner", sendo posteriormente introduzidos na coluna cromatografica aquando se da o
restabelecimento da pressdo a cabega [78,80]. Face a esta particularidade, este injetor apresenta a
limitagado, pois apenas pode ser utilizada para compostos com pontos de ebulicdo mais elevados,
nomeadamente, semi-volateis. Posteriormente a injegdo, os analitos sdo separados tendo por base
os principios de volatilidade e/ou polaridade. Sendo a fase estaciondria da coluna escolhida com
base nas caracteristicas dos compostos alvo, tendo em conta as caracteristicas moleculares e
interacdes por afinidade [79].

Para a obtencdo de resultados, a hifenizagdo GC-MS oferece ndo apenas o tempo de
retencdo do analito, mas também os respetivos espetros de fragmentacdo idnica gerados no MS,
0 que a torna uma ferramenta analitica altamente poderosa e precisa para a identificacdo de
compostos. Quando os analitos entram no MS, passam por uma camara de ionizagdo, onde sdo
ionizados e fragmentados por um feixe de eletrdes. Os ides formados sdo desviados e acelerados
em dire¢do ao analisador de massa, onde sofrem separagdo com base na razao massa/carga (m/z)
[78,79].

Aprofundando em detalhe sobre o sistema MS, conforme ilustrado na figura 1.17, as
fontes de ionizacdo frequentemente utilizada € a ionizagdo eletronica (EI, do inglés Electronic
lonization), onde promove a ionizagdo e fragmentagao dos analitos alvo com recurso a um feixe
de eletrdes a uma energia de ionizagdo 70 eV. Posteriormente estes fragmentos sdo transferidos
para o analisador de massas, podendo ser de varios tipos dependendo da funcionalidade e do nivel
de resolucéo (alta ou baixa), pelo que, o mais comumente utilizado é o quadrupolo, que opera em
baixa resolucdo. Estes fragmentos ionicos sdo acelerandos com recurso a quatro cilindros
condutores de polaridades opostas, onde a separagdo em funcdo de m/z & de acordo com a corrente
continua e radiofrequéncias exercidas. Por fim, estes fragmentos chegam ao detetor, sendo o mais
utilizado o multiplicador de eletrdes, existe a produgdo de correntes amplificadas que permite a
conversdo de corrente idnica em eletrénica de forma a produzir uma resposta, neste caso os
espetros de massa de cada composto [78,82].
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Figura 1.17. Representagdo esquematica do sistema MS, desde a entrada dos analitos a partir da coluna capilar até a
sua detecdo.

A principal vantagem do sistema MS reside na sua capacidade de detetar e identificar
eficientemente todos os compostos organicos volateis e semi-volateis pela complementaridade do
espetro de fragmentagdo idnica ao cromatograma convencional. Deste modo, este sistema pode
operar em dois modos de aquisi¢do de dados, que devera ser adequado ao estudo em questido. No
modo de varrimento continuo ("full-scan"), possibilita a identificacdo de compostos em amostras
desconhecidas utilizando bibliotecas espectrais de referéncia (70 eV), uma vez que monitoriza e
identifica todos os fragmentos idnicos gerados onde sdo posteriormente comparados. Porém,
quando o objetivo reside na quantificacdo de analitos em concentragdes vestigiais, o modo de
monitorizacdo de ides selecionados (SIM, do inglés Selected lon Monitoring), permite obter
elevada sensibilidade e seletividade, tornando-se num modo de aquisi¢do poderoso analiticamente
[78]. Neste modo, sdo previamente selecionadas janelas de tempo com m/z especificos do analito
alvo, pelo que, em cada ciclo, em vez de ocorrer a medicdo de todas as m/z presentes numa ampla
gama, mede apenas os i0es previamente selecionados [78,80,81].
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1.7. Objetivos

Embora existam diversas abordagens propostas para andlise vestigial de piretrdides em
matrizes ambientais aquosas, considerou-se que seria relevante desenvolver uma metodologia
inovadora de microextra¢do, que proporcionasse melhores recuperagoes, limiares analiticos mais
baixos e que permitisse uma cinética rapida e eficacia no processo extrativo.

Neste sentido, o presente projeto tem como objetivo o desenvolvimento de uma nova
metodologia analitica, designada por HFUE em combinagdo com GC-MS, para a determinagdo
vestigial de piretréides em matrizes aquosas, tendo por base sete piretroides amplamente usados
como inseticidas. Para tal, consideraram-se os seguintes objetivos:

e (Calibrar e otimizar a instrumentacao analitica GC-MS para os piretréides em estudo;

e Otimizar a metodologia HFuE-pLD/GC-MS para a identificagdo dos analitos alvo em
matrizes aquosas;

e Validar a metodologia otimizada, nomeadamente a linearidade, precisdo e limiares
analiticos associados;

e Aplicar a metodologia otimizada e validada na quantificacdo dos sete piretroides em
amostras reais aquosas (aguas superficiais, subterrdneas, para consumo humano e
residuais de ETAR), no sentido de avaliar o efeito matriz na metodologia;

e Averiguar se a metodologia proposta ¢ reprodutivel e robusta, e comparar com outras
metodologias vigentes (i.e., SBSE, SDME, etc.).
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2. Parte experimental
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2.1. Reagentes, materiais e amostras

O acetato de etilo (EtOAc, C4sHsO2, 99,0%), o n-hexano (n-Cs, Ce¢His, 99%), o
diclorometano (DCM, CHCl,, 99,9%) e a acetona (Ace, CsHsO, 99%), de qualidade para HPLC,
foram obtidos da Carlos Erba (Franca). O metanol (MeOH, CH30H, 99,9%), de qualidade para
HPLC, foi obitdo pela PanReac (Espanha). O n-heptano (n-C7, C7His, 99%), de qualidade para
HPLC, foram obtidos da Sigma-Aldrich (Alemanha). O n-octano (n-Cg, CsHis, 99%), de
qualidade para HPLC, foram obtidos da Fluka AG (Suiga). O n-nonano (7-Co, CoHzo, 99%), de
qualidade para HPLC, foi obtido da ThermoFisher (Alemanha). O tolueno (Tol, C;Hs, 99%) foi
obtidos da Koch Light (Reino Unido). O cloreto de so6dio (NaCl, > 99,5%) foi obtido da
Honeywell (Alemanha). A agua ultrapura foi obtida do sistema de purificacdo de agua Milli-Q
(Millipore, EUA).

A solugdo padrio analitica da mistura de piretrdides (1000 mg L em Ace) contendo
aletrina (ALL, CioH2603, 99,2%), tetrametrina (TET, CioH2sNOs, 97%), bifentrina (BIF,
CxHnCIF30,, 98,9%), fenpropatrina (FEN, CxHsNOs;, 99,9%), lambda-cialotrina (CYH,
Ca3HoCIF3sNOs, 97,5%), cipermetrina (CYP, CxHoCLLNO;, 97,3%), fenvalerato (FEV,
C2sH2»CINOs3, 98,7%) e deltametrina (DEL, C,sH19BroNOs, 98%), foi obtido da Dr. Ehrenstorfer
(EUA).

Para a metodologia por HFuE, foram utilizadas membranas de fibra oca de PP (C3Hs)n)
(Accurel Q3/2), com didmetro interno de 600 pm, espessura da parede de 200 um e tamanho dos
poros de 0,2 um, obtidas pela 3M (Alemanha).

As amostras de agua, superficial e subterranea, foram obtidas através da recolha de agua
superficial de um trogo da Ria de Aveiro e de um pogo na zona de Aveiro, respetivamente. As
amostras de agua para consumo humano e residual, foram recolhidas na zona de Lisboa,
nomeadamente aguas da rede e agua do efluente de ETAR (Alcantara, Lisboa), respetivamente.
Todas as amostras foram armazenadas no laboratdrio a 4°C até serem analisadas.

2.2. Instrumentacdao

Para além do material corrente de laboratorio, utilizaram-se frascos de vidro de 25 mL
(Macherey-Nagel, Alemanha) e respetivas tampas de polietileno (PE, (CoHa)n) (diametro = 22
mm), barras de agitagdo de feflon 14 x 4 mm obtidos pela VWR International (EUA). Foram
igualmente utilizados 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 pL, 6 x 31 mm)
obtidos da Alwsci Technologies (China), um encapsulador manual (Agilent Technologies, EUA)
seringas de uso unico Injekt de 20 mL (Braun, Alemanha) e filtros de seringa de nylon 25 mm —
0,45 pm (Labor Spirit, Portugal). Relativamente as medi¢Oes efetuadas, utilizou-se uma
micropipeta de capacidade de 20 - 200 uL (Labok, Espanha), uma micropipeta 100 - 1000 uL.
(Labok, Espanha) e uma micropipeta 1000 - 5000 pL (VWR International, EUA).

Para efetuar pesagens recorreu-se a uma balanga analitica (Mettler Toledo AG135, Suiga).
Nos ensaios de microextracao foram utilizadas duas placas de agitagdo magnética compostas por
quinze posi¢oes (H+P Labortechnik AG Variomag, Alemanha; Cimarec i Poly, Alemanha), um
banho ultrassons equipado com um termostato de modelo 3510 E-DTH (Branson, EUA) e um
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vortéx (Velp, Italia). O controlo de pH das diversas solugdes foi medido recorrendo medidor de
pH de modelo 744 pH Meter, composto por um elétrodo de vidro combinado (Metrohm, Suiga).

As andlises por GC-MS foram efetuadas no equipamento Agilent Tecnologies
(Alemanha), constituido por um cromatografo em fase gasosa (Agilent 6890 Series) equipado
com amostrador automatico (Agilent 7683), um injetor split/splitless, um injetor PTV, acoplados
ao detetor seletivo de massa (Agilent 5973N). Para a separacdo dos compostos utilizou-se a coluna
capilar InertCap SMS (30 m de comprimento x 0,25 mm de didmetro interno x 0,25 um de
espessura da fase estaciondria: 5% difenil; 95% dimetilpolisiloxano) foi obtida da GL Sciences
(Japdo). A partir do software MSD ChemStation (G1701A, versdo E.02.02.1431, Agilent
Technologies, EUA) foram adquiridos os dados analiticos e foi efetuado 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).

2.3. Procedimento experimental

2.3.1. Preparacao das solucoes padrao

A solugdo mie foi preparada em EtOAc obtendo-se uma concentragio de 20 mg L,
recorrendo a solugdo padrdo stock da mistura de piretroides em acetona (1000 mg L™). Todas a
solucdes padrao foram armazenadas a — 20 °C (Jocel JCV-220L, Portugal) no decorrer no trabalho
experimental, sendo necessario a renovagao mensal da solucdo mae. As solugoes de trabalho para
fins da calibracdo instrumental obtiveram-se por dilui¢do da solugdo mie em EtOAc. Ja as
solugoes de trabalho utilizadas nos ensaios de otimizacdo e validagdo do método obtiveram-se,
também, a partir da diluigdo adequada da solugdo mie (20 mg L") em MeOH. As solugdes de
trabalho foram renovadas diariamente evitando a possibilidade de degradagdo dos compostos em
estudo (artigo agroquimicos).

2.3.2. Condicgoes instrumentais de andlise

Para otimizar as condi¢Ges instrumentais para a analise dos oito piretrdides em estudo,
realizaram-se inje¢des de uma mistura padrao 10 mg L' em EtOAc, preparada por dilui¢do da
solugdo mae a 20 mg L. Foram avaliadas diferentes condi¢cdes cromatograficas, incluindo o
volume de injecdo e a rampa de temperatura. Este processo possibilitou a identificagdo dos
compostos com base nos tempos de retengao e nos espectros de massa caracteristicos.

A configuracdo final das condi¢des instrumentais para a analise por GC-MS foi
estabelecida utilizando o padrdo de referéncia, com os pardmetros otimizados no modo de
aquisicao “full-scan”. Posteriormente, essas condigdes foram ajustadas e aplicadas no modo SIM,
visando a condu¢@o dos ensaios subsequentes. As condigdes detalhadas encontram-se descritas
de seguida.

Condicoes instrumentais otimizadas no sistema GC:

O injetor split/splitless operou com uma temperatura de 270 °C, no modo SL (pressdo:
10,4 psi; fluxo: 33,9 mL/min) e, por forma a melhorar a resposta cromatografica, recorreu-se 2
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pL de volume de injecdo. O gas de arraste selecionado foi hélio, mantido sob pressdo constante
de 10,4 psi. A programagdo de temperatura do forno iniciou-se em 70 °C (2 min de isotérmica)
seguido de um aumento a uma taxa de 25°C/min até 200 °C. Posteriormente, o forno foi aquecido
a uma taxa de 8°C/min até 300 °C, terminando com um platd isotérmico de 3 minutos. Nestas
condigdes, o sistema cromatografico apresentou um tempo total de corrida de 23 minutos. Este
método baseia-se no protocolo descrito na literatura [37], uma vez possuir condi¢cdes adequadas
a analise dos piretroides em estudo.

Condicoes instrumentais otimizadas no sistema LVI-GC:

O injetor PTV operou no modo solvent vent, utilizando um tempo de ventilagdo de 0,30
minutos (fluxo: 50 mL/min; pressao: 0,0 psi; fluxo de purga: 60,0 mL/min durante 2 minutos) e
arrefecido por meio de ar comprimido. A temperatura do injetor foi programada para iniciar a 70
°C, mantida por 0,35 minutos, seguida de um aumento a uma taxa de 600 °C/min até 320 °C,
onde ficou 3 minutos isotermicamente. Por fim, a temperatura foi reduzida para 200 °C, a uma
taxa de 50 °C/min, sendo mantida até o término da analise. O volume e a velocidade de injegdo
foram de 20 pL e 100 uL/min, respetivamente. As condi¢des do gas de arraste e a pressao foram
mantidas conforme descrito anteriormente. A programacao de temperatura do forno e o tempo de
corrida foi mantida, salvo excecdo do tempo total de corrida que foi de 22 min. Este método
baseia-se no protocolo descrito na literatura [37], uma vez possuir condigdes adequadas a analise
dos piretroides em estudo.

Condicoes instrumentais otimizadas no detetor MS:

As temperaturas da linha de transferéncia, fonte de ionizagdo e o quadrupdlo foram
mantidos a 280, 230 e 150 °C, respetivamente, tendo sido utilizada o modo de EI com a energia
de 70 eV. Foi também programado um solvent delay de 11 min.

No modo “full-scan” foi utilizado uma gama de massas compreendida entre 45 e 550 m/z,
com corrente de ionizagdo de 34,6 pA e um potencial multiplicador de 1200 V. No modo SIM
varios grupos de ides alvo foram monitorizados numa janela de tempo definida pela retengdo
correspondente, mantendo um dwell time de 100 ms.

2.3.3. Calibracdo Instrumental

Posteriormente a otimizagdo das condi¢des instrumentais de analise em GC-MS em SL,
recorreu-se ao modo de aquisicdo SIM, tendo por base a sele¢do de dois ides especificos da
fragmentacdo ionica caracteristicas de cada composto presente no estudo. Deste modo, a
calibracdo instrumental, recorrendo a este sistema instrumental, realizou-se a partir de uma
solugdo de 10 mg L' em EtOAc, previamente diluida da solugdo mae (20 mg L). Sucessivas
diluigdes desta solu¢do (10 mg L) com EtOAc possibilitaram obter padrdes de calibracio que
foram injetados no sistema cromatografico. A analise dos mesmos, realizadas em triplicado,
permitiu estabelecer o limite de detecdo (LOD, do inglés Limit of Detection) ¢ o limite de
quantificacdo (LOQ, do inglés Limit of Quantification) instrumentais, dos quais as razdes
sinal/ruido (S/N) correspondem a 3:1 e 10:1, respetivamente.

A fim de estudar a linearidade da resposta instrumental, prepararam-se dez solu¢des com
diferentes niveis de concentracdo (2,50; 1,25; 0,50; 0,25; 0,125; 0,05; 0,025; 0,0125; 0,005;
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0,0025 mg L), obtidos a partir da solu¢do mistura de 10 mg L', As inje¢des realizaram-se em
triplicado, por forma a permitir a constru¢do de curvas de calibragdo individual para cada
composto, constituidas com, pelos menos, seis pontos.

Uma solugdo de 0,25 mg L' (em EtOAc), preparada a partir da solugdo mae, foi injetada
consecutivamente seis vezes no sistema cromatografico. Deste modo, as andlises permitiram
estudar a precisdo intra-dia ou repetibilidade desta metodologia.

2.3.4. Preparacdo dos dispositivos de HFuE

A aplicagdo da técnica HFUE requer a preparacdo prévia dos dispositivos de
microextragdo em laboratorio. Para tal efeito, sdo utilizadas pequenas membranas comerciais de
PP, cuja dimensdes se encontram descritas no ponto 2.1. Estas sdo recortadas manualmente por
forma a obter dispositivos com um comprimento de 10 mm. Posteriormente, estes foram
purificados com recurso Ace e dgua desionizada para a remog¢ao de polimeros e outras impurezas.
Diversos solventes organicos foram testados, sendo que este ¢ aplicado pela imersdo das
membranas no mesmo, onde aproximadamente a porosidade interna deste material retém, cerca
de 22 uL [73].

2.3.5. HFuE/GC-MS

2.3.5.1. Ensaios de otimizacdo

No desenvolvimento dos ensaios de otimizacdo da metodologia de microextracao, dos
respetivos pardmetros em teste, deve-se ter em conta o procedimento das etapas de microextragao
e retroextracao por HFuE. Para tal, o procedimento de microextracdo foi efetuado em 25 mL de
agua desionizada num frasco de vidro, contendo uma barra de agitacdo de Teflon. Estes frascos
de amostragem foram fortificados com 100 pL da solucdo padrao mistura de piretréides (2,5 mg
L' em MeOH), obtendo-se uma concentragdo de 10 ug L' no volume final. De seguida, foi
introduzido os dispositivos de microextragdo contendo, no seu interior, o solvente organico
selecionado. Posteriormente, a etapa de microextracdo foi promovida por meio de agitacdo a
temperatura ambiente, recorrendo a um tempo de equilibro e velocidade estabelecidos. Apoés
terminar o periodo de microextracao, procedeu-se a etapa de retroextracao dos analitos retidos no
dispositivo de HFPE. Para tal, a membrana foi retirada do seio da amostra e, colocada dentro do
insert, seguindo-se a adicdo de 100 uL de solvente orgédnico. De seguida, o vial foi selado com
recurso a um encapsulador e seguiu-se o procedimento de retroextragdo. Este foi efetuado por via
de tratamento ultrassonico ou agitagdo vigorosa com recurso a vortéx, num determinado periodo.
Por fim, posicionou-se os vials no amostrador automatico para realizar a analise por GC-MS. No
esquema da figura 2.1, encontra-se o procedimento experimental referido anteriormente.

Para o estudo da otimizagcdo da metodologia por HFuE-uLD/GC-MS foi aplicada a
estratégia de otimizagdo por método univariante (OVAT, do inglés One-Variable-at-Time), que
permitiu a aplicagdo de todas as varidveis fixadas exceto uma, tendo sido estudado o
comportamento do sistema relativamente a essa variavel selecionada. Neste sentido, estudaram-
se diversos parametros cinéticos, dos quais incluem, o solvente organico extrator (EtOAc, DCM,
Tol, n-Cs, n-C7, n-Cg e n-Co), o tempo de dessorc¢do por ultrassons ou vortéx (15, 10, 5 e 2 min),
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o tempo de equilibrio (1, 2, 3 e 4 h) e a velocidade de agitacdo (800, 1000, 1200, 1400 e 1600
rpm). Os pardmetros termodinamicos estudados foram a utilizagdo do modificador organico (0%,
5%, 10% e 20% em MeOH, v/v) e a forca ionica (0%, 5% e 10% em NaCl, m/v), deixando
excluido o estudo da varia¢ao de pH, uma vez, as moléculas ndo serem ionizaveis.

(1] (2] ©

Preparagio do frasco de amostragem Introducio do dispositivo de Etapa de microextracio
— microextracio

0—-8& itagdo
25 mL de 4gua Pa / —
desionizada : Dispositivo

- 1_00 pLda _501“@-0 T —— de extragio
mistura de piretroides por HFuE
(2,5 mg/L)

Passagem do dispositivo de extracio Etapa de retoextragiio Anilise por GC-MS
para um vial
- 100 pL

/\ .
*—— de solvente

| orgénico

Dispositivo
HFUE e solvente
orginico —

15

Figura 2.1. Representagdo esquematica do procedimento experimental utilizado para a otimizagdo da metodologia por
HFUE-uLD/GC-MS. A ilustragdo foi criada com recurso ao enderego eletronico https://biorender.com/.

| Tratamento ultrassonico ou vortéx |

Por fim, estudou-se o efeito da utilizacdo da Dual/ HFuE, tendo sido inseridas, no mesmo
frasco de amostragem, dois dispositivos analiticos (comprimento 10 mm cada). Todos os ensaios
de otimizagdo foram realizados em triplicado. O calculo das recuperagdes foi obtido por
comparagdo das areas do pico obtidos experimentalmente nos ensaios com os padrdes de controlo,
conforme apresentado na equagdo II.1 (anexo II).

2.3.5.2. Ensaios de validacdo

Para os estudos de validacdo do método HFUE-uLD/GC-MS(SIM), efetuaram-se ensaios com
diferentes niveis de fortificagdo, em triplicado, seguindo-se o procedimento descrito no ponto
anterior em condigdes otimizadas. A analise cromatografica dos ensaios realizados com niveis de
concentragao sucessivamente baixos, permitiram determinar os limiares analiticos, LOD e LOQ,
da metodologia de microextracdo, com recurso a razdo S/N 3:1 e 10:1, respetivamente.

Prepararam-se treze solugdes a partir de sucessivas diluigdes do padrio de 20 mg L' em MeOH
(2,5; 1,25; 0,5; 0,25; 0,175; 0,125; 0,1; 0,05; 0,025; 0,0175; 0,0125; 0,005; 0,0025 mg L), de
forma a obter ensaios com a concentragdo adequada nos 25 mL de 4agua desionizada (10,0; 5,0;
2,0; 1,0; 0,7; 0,5; 0,4; 0,2; 0,1; 0,07; 0,05; 0,02; 0,01 pg L"). Neste sentido, estudou-se a
linearidade do método pela construgdo das curvas de calibragdo para cada piretrdéide em estudo,
tendo por base a analise das solucdes obtidas nas diferentes concentragdes, em triplicado. Estas
curvas apresentam entre oito e treze pontos, dependendo dos limiares analiticos determinados no
ponto anterior. De forma a complementar, realizou-se o teste F e o grafico de dispersao de residuos
para estudo da linearidade.
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A fim de determinar a precisdo, intra-dia (repetibilidade) e inter-dia (intermédia), efetuaram-se
ensaios a trés niveis distintos de fortifica¢do, alto (5,0 pg L"), médio (2,0 ug L) e baixo (0,2 pg
L"). A precisio intra-dia foi avaliada por meio da analise de cinco inje¢des consecutivas de cada
uma das trés concentragdes, realizadas no mesmo dia. Por sua vez, a precisdo inter-dia foi
determinada por ensaios em triplicado para as trés concentracdes, reproduzidos ao longo de trés
dias consecutivos. Os critérios de aceitagdo utilizados para a precisdo foi os desvios padrdo
relativos (RSD, do inglés relative standard deviation) fossem < 15 % para todas as concentragdes
exceto no LLOQ, onde foram aceites valores com RSD < 20 %. Os valores de RSD foram
determinados pela equacdo 1.2, conforme apresentado no anexo IL.

2.3.5.1. Ensaios de aplicacdo a amostras reais

Por forma a demonstrar a capacidade analitica da metodologia otimizada e validada, realizaram-
se diversos ensaios em matrizes reais. Neste sentido, amostras de agua superficial, subterranea,
residual de ETAR e para consumo humano foram estudadas. Estas, apds recolhidas, sofreram
tratamento por meio de filtragdo, com recurso a filtros de nylon com 0,45 um, de modo a remover
possiveis impurezas.

Deste modo, estudou-se o efeito matriz nestas amostras recorrendo ao método de adigdo padrao
(SAM, do inglés Standard Addiction Method) para quantificacao dos piretrdides em estudo (ALL,
TET, BIF, FEN, CYH, CYP e FEV). Estes ensaios foram igualmente realizados com o
procedimento otimizado e fortificados a 10,0; 5,0; 1,0; 0,5 ¢ 0,2 ug L', obtendo curvas de
calibragdo de cinco pontos para cada analito.

Note-se que se realizaram ensaios de controlo, sem fortificagdo, de forma a confirmar a auséncia
de sinal nos tempos de reteng@o associados a cada um dos piretrdides estudados.
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3. Discussado de Resultados
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3.1. Otimizacdo das condicoes instrumentais de andlise

Como etapa inicial do presente estudo, foi realizada a otimizacdo das condigdes
instrumentais para a analise dos piretroides selecionados, nomeadamente: ALL, TET, BIF, FEN,
CYH, CYP ¢ FEV. No contexto da aplicagdo de GC-MS, a identificacdo de compostos ¢ baseada
em pardmetros fundamentais, como o tempo de retencdo (tr) € os espetros de fragmentagdo de
massa obtidas por EI (70eV). Com o intuito de estabelecer as condigdes instrumentais adequadas
a analise, foi realizada a injecdo de uma solucdo padrio contendo a mistura dos analitos (2,5 mg
L), utilizando o modo full-scan.

Ap6s a otimizagdo das condigdes cromatograficas, os perfis espectrais dos fragmentos de
massa de cada composto presentes no tragado de corrente idnica total foram analisados, o que
permitiu identificar os analitos por comparagao com a biblioteca de referéncia da Wiley e a base
de dados da NIST (anexo III). Com base em estudos prévios disponiveis na literatura e os espetros
de massa obtidos, selecionaram-se o ido alvo (pico base) e um fragmento principal adicional para
cada composto, com o objetivo de maximizar a seletividade e a sensibilidade das analises
subsequentes realizadas no modo SIM.

Um exemplo de tragado de corrente idnica total encontra-se ilustrado na figura 3.1,
exibindo a respetiva ordem de eluigdo dos analitos, cujos tempos de retengdo (tr) e ides
selecionados se encontram descritos na tabela 3.1.
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Figura 3.1. Tracado de corrente ionica obtido através da analise por GC-MS(SIM) da mistura de piretrdides (2,5 mg
L), nas condigdes instrumentais otimizadas. (1- ALL; 2- TET; 3 — BIF; 4- FEN; 5- CYH; 6-CYP; 7-FEV).

Tanto na figura 3.1 quanto na tabela 3.1, € possivel identificar a presenga de isomeros em
quatro compostos distintos. Essa constatacao baseou-se na analise dos perfis espetrais, nos quais
0s picos apresentaram espetros coincidentes, com caracteristicas tipicas de isomeria. Entre os
compostos analisados, a CYH, a CYP ¢ o FEV evidenciaram isémeros com elevada resolucao
cromatografica. Contudo, para o composto ALL, a separacdo cromatografica nas condicdes
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utilizadas revelou-se ineficiente. Ainda assim, a presenga do isomero pode ser observada por meio
de ampliagdo, conforme ilustrado no anexo V.

Tabela 3.1. Tempo de retengio (tr) e ides selecionados para quantificagdo dos analitos em modo SIM. Estes valores
foram obtidos por analise GC-MS, nas condigdes instrumentais otimizadas.

Piretréides e 1oes SIM
(min) (m/z)*
ALL 12,97 /13,04 107, 123
TET 16,81 123,164
BIF 16,97 164, 181
FEN 17,13 97, 181
CYH 17,92 /18,15 181, 197
CYP 20,27 /20,38 /20,51 163, 181
FEV 21,66 /21,99 167, 419

*Ido sublinhado utilizado para quantificagdo

Conforme mencionado anteriormente, as estruturas moleculares dos piretroides possuem
elevada quiralidade, o que possibilita a formagao de diversos isomeros, dependendo da presenca
de carbonos quaterndrios. Considerando os objetivos deste estudo, voltado para a andlise de
amostras ambientais, e reconhecendo que, na natureza, as misturas isoméricas sao comuns, optou-
se por tratar e investigar os isémeros de forma conjunta para a continuidade dos ensaios.

3.1.1. Calibracdo instrumental

Conforme descrito no ponto 2.3.3., os LOD e LOQ instrumentais foram estabelecidos a
partir de diluigdes sucessivas do padrdo de mistura (0,5 mg L") inicial até se obter uma razio
sinal/ruido de 3:1 e 10:1, respetivamente. Obtiveram-se valores compreendidos entre 0,5 < LOD
<12,5ugL'e1,5<LOQ<37,5pugL™"

A linearidade da gama dindmica de trabalho a nivel instrumental determinou-se através
do método dos minimos quadrados, utilizando entre 6 e 10 niveis de concentragdo, compreendidos
entre 0,0025 e 2,5 mg L. Como tal, os resultados obtidos demostram excelente gama de
linearidade, obtendo coeficientes de determinagio (7%) superiores a 0,995, conforme descrito na
tabela 3.2. As curvas de calibragdo encontram-se no anexo IV.

Por fim, a precisdo intra-dia ou repetibilidade instrumental foi igualmente determinada
por intermédio de seis injegdes sucessivas do padrdo mistura (0,5 mg L), dizendo respeito ao
RSD das areas dos picos obtidos. Obtiveram-se valores, a partir da equacdo II.2 (anexo II), de
1,30 < RSD < 7,65 %, inferior a = 15 % para todos os compostos, o que demonstrou elevada
reprodutibilidade das inje¢des no sistema GC-MS(SIM).
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Tabela 3.2. Gama linear, coeficiente de determinagdo (+), limite de quantificagdo (LOQ) e limite de detegdo (LOD)
dos sete piretrdides, obtidos por GC-MS(SIM), nas condi¢des instrumentais otimizadas.

Piretréides Gama liﬂear 2 LO(?] LO]?1
(mg L) (ug L) (ug L)

ALL 2,5-0,025 0,9985 15,0 5,0
TET 2,5-0,025 0,9975 15,0 5,0
BIF 2,5-0,0025 0,9995 1,5 0,5
FEN 2,5-0,0125 0,9994 7,5 2,5
CYH 2,5-0,05 0,9985 37,5 12,5
CYP 2,5-0,05 0,9983 37,5 12,5
FEV 2,5-0,05 0,9981 37,5 12,5

3.2. Otimizacdo da metodologia HFuE-ulLD

Concluida a otimiza¢do das condi¢Ges instrumentais, seguiu-se a otimizacdo da
metodologia proposta por HFpE-uLD dos sete analitos em estudo. O processo de otimizagdo
engloba a avaliagdo da influéncia de diversos pardmetros experimentais nas etapas de
microextragdo e retroextragdo. Conforme descrito no ponto 2.3.5.1., os pardmetros em estudo
incluem o solvente de extragdo e retroextracdo, o tempo de retroextracdo e de equilibrio, a
velocidade de agitacao, o modificador organico e a forga idnica da matriz. Durante o processo de
otimizac¢ao, o estudo foi conduzido seguindo uma abordagem univariavel. Nesse contexto, todos
os parametros foram avaliados em triplicado, sob condigdes experimentais padronizadas: 25 mL
de 4gua desionizada fortificada com 100 pL da solugdo mistura de piretréides (2,5 mg L), tempo
de equilibrio de 1 h (1000 rpm) e retroextracdo com 100 ul. de solvente organico, 5 min sob
tratamento ultrassonico.

3.2.1. Selecdo do solvente de extracdo e retroextracdo

Inicialmente, foram avaliados diferentes solventes organicos com o objetivo de selecionar
o mais adequado para a extracdo e retroextragdo dos analitos. Nesse sentido, considerando a
metodologia proposta, o solvente organico utilizado para recobrir as paredes das fibras ocas,
desempenha um papel fundamental, pois determina a afinidade dos analitos presentes no seio da
amostra com a fase extratora. Assim, a escolha do solvente deve levar em consideracao duas
propriedades fisico-quimicas cruciais: a volatilidade e a solubilidade em agua. Apods a
impregnacdo das fibras ocas com o solvente, estas sdo expostas brevemente ao ar antes de serem
inseridas no frasco de amostragem. Consequentemente, o solvente selecionado deve apresentar
um ponto de ebuli¢do suficientemente elevado para minimizar perdas por evaporacdo durante este
procedimento. Além disso, a solubilidade do solvente em agua € um fator determinante, uma vez
que solventes altamente misciveis podem ser parcialmente dissolvidos na matriz aquosa durante
o processo de microextracao, comprometendo a eficiéncia do método.

Com base nesses critérios, foram avaliados sete solventes (n-Cs, n-Cy, n-Cs, n-Co, DCM,
Tol e EtOAc) para maximizar a seletividade e a eficacia do método proposto. Os resultados
obtidos encontram-se apresentados na figura 3.2.
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Figura 3.2. Efeito dos diferentes solventes extratantes na recuperacdo dos piretroides em estudo, obtidos por HFuE-
uLD/GC-MS(SIM). Condigdes do ensaio: 25 mL de dgua desionizada fortificada com 10,0 pg L!; extragdo: 1 h (1000
rpm), pH 5,5; retro-extragdo: 5 min sob tratamento ultrassonico).

Conforme apresentado no grafico da figura 3.2, as taxas de recuperagdo alcangaram
valores maximos de 65,0%, enquanto analitos com maior peso molecular, dos quais BIF, CYH,
CYP e FEV, apresentaram, de forma geral, recuperagdes inferiores a 30%. Esta tendéncia podera
prender-se com o facto da velocidade de agitacd@o utilizada ( 1000 rpm) ser insuficiente para a
emergir dos dispositivos de HFUE abaixo do vortéx durante o processo microextrativo. Esta
limitagdo compromete a area superficial entre a fase extratora e a matriz aquosa, resultando em
taxas de extragdo reduzidas conforme os valores observados.

Além disso, a analise do grafico evidencia que os hidrocarbonetos apresentaram maior
afinidade pelos compostos alvo. A afinidade pode ser atribuida a elevada hidrofobicidade,
conforme indicado pelos valores de log Kow superiores a 3 (tabela 1.2), sugerindo a
predominancia de interagdes hidrofobicas entre os analitos e os solventes, favorecendo a
eficiéncia da extragao.

Face aos resultados obtidos, optou-se por continuar a otimizag@o da extragdo recorrendo
com aos solventes organicos n-C; ¢ n-Co, uma vez ter promovido recuperagdes mais elevadas,
compreendidas entre 15,0 e 64,1 % e 14,2 e 65,0 %, respetivamente. Obtiveram-se valores de
RSD compreendidos entre 0,1 ¢ 9,4 % ¢ 0,6 ¢ 4,6 %, respetivamente.

3.2.2. Efeito do tempo de retroextracdo

A retroextracdo foi realizada com base no método de LD. Esta etapa consiste na
transferéncia quantitativa dos analitos da fase extrativa para um solvente orgénico, sendo
fundamental assegurar um tempo de contato adequado para garantir a completa remogdo dos
analitos, evitando eventuais efeitos de memoria. O tratamento por ultrassons ou a aplicagao de
uma agitacdo vigorosa permite facilitar o processo de LD, pelo que é necessario otimizar o seu
tempo, por forma a maximizar as recuperagdes € tornar o processo o mais célere possivel. Para
este efeito, foram estudados os periodos de 5, 10 e 15 minutos sob tratamento ultrassonico, bem
como, 2 minutos sob agitagao por vortéx, com base em procedimentos descritos na literatura [75].
Os ensaios foram conduzidos utilizando os solventes n-Co e n-C;, previamente selecionados
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conforme descrito no ponto 4.2.1. Os resultados obtidos constam no grafico da figura 3.3 e 3.4,
respetivamente.
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Figura 3.3. Efeito do tempo de retroextragdo na recuperagdo dos piretroides em estudo, obtidos por HFuE(n-Co)-

uLD/GC-MS(SIM). Condigdes do ensaio: 25 mL de dgua desionizada fortificada com 10,0 pg L!; extragdo: 1 h (1000
rpm), pH 5,5; retro-extragdo: n-Co).
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Figura 3.4. Efeito do tempo de retroextracdo na recuperagdo dos piretrdides em estudo, obtidos por HFuE(n-C7)-

uLD/GC-MS(SIM). Condigdes do ensaio: 25 mL de 4gua desionizada fortificada com 10,0 pg L*'; extragdo: 1 h (1000
rpm), pH 5,5; retro-extragdo: n-C7).
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Observando ambos os graficos (figura 3.3 e 3.4), verificou-se uma proximidade entre as
recuperagdes das quatro variagdes de tempo, pelo que periodos mais curtos favorecem a LD.
Verificou-se que 2 minutos de tratamento por vortéx seriam o tempo e o tratamento necessario
para a transferéncia dos analitos do dispositivo de HFpE para o solvente organico. A utilizagao
de agitag@o por vortex, em substituicdo ao tratamento ultrassonico, pode ser justificado pela maior
intensidade da agita¢do promovida entre o solvente e a fibra presente no insert, resultando numa
cinética superior.

Assim, optou-se por prosseguir o trabalho com 2 minutos de tempo de retroextragio,
recorrendo ao vortéx. Para os testes subsequentes, foram mantidos os solventes extratores 1n-Co €
n-Cs, considerando que nao foi observada diferenca significativa nas taxas de recuperagao.
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3.2.3. Efeito da velocidade de agitacdo

Relativamente a etapa de microextracdo, a HFUE opera sob a tecnologia de amostragem
por flutuagdo, onde os parametros cinéticos podem afetar a difusdo dos analitos entre a fase
extratora e o seio da amostra. Neste sentido, estudou-se a velocidade de agitagdo, sabendo que
uma velocidade excessivamente elevada poderd promover a perda do solvente organico do
dispositivo, enquanto uma velocidade abaixo nao permite atingir o pico da maior area superficial
de contacto para o processo de microextra¢do. Deste modo, a velocidade deve de ser ajustada por
forma a minimizar possiveis perdas de rendimento durante a etapa de preparagdo da amostra.

Assim, testaram-se velocidades de agitagdo compreendidas entre 800 e 1600 rpm, para
ambos os solventes extratores, n-Co € n-C7. Os resultados obtidos constam nos graficos das figuras
3.5 e 3.6, respetivamente.
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Figura 3.5. Efeito da velocidade de agitagdo na recuperagdo dos piretroides em estudo, obtidos por HFuUE(n-Co)-
pLD/GC-MS(SIM). Condigdes do ensaio: 25 mL de 4gua desionizada fortificada com 10,0 pg L-'; extragdo: 1 h, pH
5,5; retro-extragdo: n-Co; 2 min sob agitacdo por vortéx.
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Figura 3.6. Efeito da velocidade de agitagdo na recuperagdo dos piretroides em estudo, obtidos por HFUE(n-C7)-
uLD/GC-MS(SIM). Condigdes do ensaio: 25 mL de 4gua desionizada fortificada com 10,0 ug L*'; extragdo: 1 h, pH
5,5; retro-extracdo: n-C7; 2 min sob agitagdo por vortéx.

Por analise das figuras 3.5 e 3.6, verificou-se que, para ambos os solventes utilizados, o
aumento da velocidade de agitacdo resultou numa elevagdo da taxa de recuperacdo dos sete
analitos em estudo. Este efeito foi particularmente evidente nos compostos de maior peso
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molecular, dos quais, a BIF, a CYH, a CYP ¢ o FEV, pois apresentam o dobro da recuperacao
quando submetidos a uma velocidade de agitagdo de 1600 rpm. Os registos levam a concluir que
na velocidade de agitagdao de 1600 rpm, foi a condigao mais eficiente estudada, destacando-se por
alcangar recuperagdes superiores a 60%, sem comprometer a eficiéncia do processo.

3.2.4. Efeito do tempo de equilibrio

O tempo de equilibrio no processo de microextragdo ¢ um parametro crucial na cinética
do processo. O estudo deste fator ¢ essencial na otimizagdo da metodologia, uma vez o objetivo
principal ser maximizar a recuperacdo dos analitos no menor tempo possivel. Deste modo, foram
realizados ensaios considerando tempos de microextragdo de 1, 2, 3 e 4 h. Os resultados obtidos
encontram-se descritos nos graficos da figura 3.7 ¢ 3.8.
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Figura 3.7. Efeito do tempo de equilibrio na recuperagéo dos piretroides em estudo, obtidos por HFuE(n-Co)-uLD/GC-
MS(SIM). Condigdes do ensaio: 25 mL de 4gua desionizada fortificada com 10,0 pg L'!; extragdo: 1600 rpm, pH 5,5;
retro-extragdo: n-Co; 2 min sob agitagao.
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Figura 3.8. Efeito do tempo de equilibrio na recuperagao dos piretroides em estudo, obtidos por HFuE(n-C7)-uLD/GC-
MS(SIM). Condigdes do ensaio: 25 mL de 4gua desionizada fortificada com 10,0 pg L'; extragdo: 1600 rpm, pH 5,5;
retro-extragdo: n-C7; 2 min sob agitacdo por vortéx.

Recuperagio (%)

Na figura 3.8, verifica-se que as taxas de recuperac¢ao utilizando n-C; atingem um patamar
maximo ao final de 3 h, enquanto na figura 3.7 se observa que, ao utilizar n-Co, as taxas de
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recuperagdo continuam a aumentar até as 4 h. Considerando que o uso do n-Co exigiria um tempo
de equilibrio superior em 1 h para alcancar resultados comparaveis, foi realizada uma analise
comparativa entre os resultados obtidos pelos dois solventes.

O n-C; foi selecionado para dar continuidade ao estudo, com o tempo de equilibrio fixado
em 3 horas. Esta escolha fundamenta-se no facto deste solvente oferecer taxas de recuperagao
equivalentes as do n-Cy nas mesmas condi¢cdes experimentais, mas sem 0s inconvenientes
observados no n-Co, como o arrastamento de picos no cromatograma (conforme ilustrado no
anexo VI). Além disso, o n-C; demonstrou maior precisio analitica, evidenciada por taxas de erro
associadas significativamente mais baixas, garantindo maior estabilidade e reprodutibilidade no
processo.

3.2.5. Efeito do modificador orgdnico

As propriedades da matriz desempenham um papel fundamental na termodinamica do
processo de microextracdo. Neste sentido, estudou-se o efeito da adigdo de MeOH como
modificador organico. Durante a microextracdo, pode ocorrer adsor¢ao dos compostos mais
hidrofobicos as superficies de vidro do vial, fendmeno conhecido como wall-effect,
comprometendo a recuperacdo dos analitos. A adicdo de MeOH ao seio da amostra promove a
reducdo desse efeito e com aumento da solubilidade do analito na amostra.

Deste modo, foram realizados ensaios com a incorporacdo de 0, 5, 10 e 20% (v/v) de

MeOH a amostra aquosa. Os resultados obtidos encontram-se no grafico da figura 3.9.

100 ~

1 L 1
Il
80 " I

I [ =0 % MeOH
60 | { ® 5 % MeOH
40 10 % MeOH

— o
0 20 % MeOH
0 .
ALL TET BIF FEN CYH CYP FEV

Figura 3.9. Efeito do modificador organico (MeOH) na recuperagéo dos piretrdides em estudo, obtidos por HFpE(n-
C7)-uLD/GC-MS(SIM). Condigdes do ensaio: 25 mL de 4gua desionizada fortificada com 10,0 pg L*'; extragdo: 3h,
1600 rpm, pH 5,5; retro-extragdo: n-C7; 2 min sob agita¢@o por vortéx.
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Os resultados evidenciaram que, para os compostos ALL ¢ TET, a concentragdo 6tima de
MeOH ¢ de 5%, uma vez que concentragdes superiores provocaram uma diminui¢do nas taxas
de recuperagdo. Estes dados podem ser atribuidos & menor hidrofobicidade desses compostos,
que, em concentragdes mais elevadas de MeOH, apresentam maior solubilidade na solugio,
competindo de forma mais efetiva com o dispositivo de microextrag@o pela parti¢ao dos analitos.
Para os demais compostos em estudo, a adi¢ao de 5% de MeOH resultou em taxas de recuperagdo
semelhantes as obtidas com 20% de MeOH.
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Assim, para alcancar uniformidade nas taxas de recuperagdo dos piretroides em estudo,
garantindo valores superiores a 65,2%, foi estabelecido que a concentracdo de 5% de MeOH ¢ a
mais apropriada para a otimizagao do método analitico.

3.2.6. Efeito da forga ionica

A adicao de eletrolitos fortes, como ¢ o caso de NaCl, foi utilizada para alterar a for¢a
ionica da matriz, induzindo o efeito de salting-out. Este fendmeno ocorre devido a presenca de
10es na solucdo, que estabelecem interacdes fortes com as moléculas de agua, diminuindo a
solubilidade dos analitos no seio da amostra, facilitando a sua migragdo para o dispositivo de
microextragdo. Este efeito é particularmente benéfico para a extragdo de compostos mais
hidrofilicos, uma vez reduzir as suas interagdes com o meio, aumentando a eficiéncia do processo
de extragao.

Para avaliar o impacto da for¢a idnica na recuperacdo dos piretrdides, foi estudada a
adi¢do de diferentes concentragdes de NaCl (0, 5 e 10% m/v) a matriz aquosa. Os resultados
obtidos, apresentados na figura 3.10, demonstram a influéncia direta da forca i6nica no
desempenho do método.
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Figura 3.10. Efeito da forca idnica (NaCl) na recuperagdo dos piretrdides em estudo, obtidos por HFuE(n-C7)-
puLD/GC-MS(SIM). Condigdes do ensaio: 25 mL de agua desionizada fortificada com 10,0 pg L!; extragdo: 3h, 1600
rpm, pH 5,5, 5% de MeOH; retro-extragdo: n-C7; 2 min sob agitagdo por vortéx.

Recuperagio (%)

A diminui¢do das recuperagdes com a adi¢do de NaCl pode ser explicada pela natureza
hidrofobica dos analitos em estudo (4,6 < log Kow < 6,2). Dado que estes compostos ja
apresentam baixa solubilidade na fase aquosa, o efeito de salting-out tem impacto limitado. Além
disso, concentragoes elevadas de NaCl podem aumentar a viscosidade da solugdo ou alterar o
equilibrio de extragdo, dificultando a difusdo dos analitos para o dispositivo de microextracao, o
que justifica a redugdo observada nas taxas de recuperagdo.

Assim, concluiu-se que a adi¢do de NaCl influencia negativamente a eficiéncia de
extragdo, razao pela qual foi descartada do estudo.

49



3.2.7. Dual-HFuE

Finalizou-se a otimizagdo do processo de microextragcdo com a avaliagdo de modificacdes
ao dispositivo de HFuE. Com o intuito de reduzir o tempo de equilibrio na etapa de microextragao,
estudou-se a utilizagdo simultdnea de duas fibras por amostra, uma abordagem designada por
Dual-HFuE. Este método consiste no uso de duas fibras para aumentar a area superficial de
contacto com a amostra e a quantidade de fase extratora disponivel, o que potencialmente acelera
a cinética do processo ao reduzir o tempo necessario para atingir o equilibrio.

Os ensaios foram realizados sob condi¢des previamente otimizadas, sendo ambas as
fibras preenchidas com o solvente n-C;. Os resultados obtidos constam no grafico da figura 3.11.
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Figura 3.11. Efeito da utilizagdo de duas HFs (n-C7) e tempo de equilibrio de 2 horas para os analitos em estudo, sob
as restantes condi¢des otimizadas.

Pelos dados obtidos, constatou-se que a estratégia Dual-HFUE foi ineficaz para reduzir o
tempo de equilibrio de 3 para 2 h, uma vez que os compostos de maior massa molecular nio
alcangaram os mesmos niveis de recuperagdo previamente observados. Isto deve-se ao facto de
que, embora o volume da fase extratora tenha sido duplicado, o tempo de 2 horas revelou-se
insuficiente para a extracdo completa desses compostos. Consequentemente, optou-se por dar
continuidade ao estudo utilizando apenas uma fibra, mantendo o tempo de equilibrio em 3 horas.

Apoés a conclusdo da otimizagdo da metodologia por HFuE-uLD/GC-MS(SIM), as
condi¢des otimizadas encontram-se detalhadas na tabela 3.3.

Tabela 3.3. Condig¢des otimizadas para o método desenvolvido por HF LWE(n-C7)-ULD/GC-MS(SIM).

Parametros Condi¢ao Otimizada
Solvente de extracdo e dessorc¢do n-Cy
Tempo de microextracao (h) 3
% MeOH 5
% NaCl 0
Velocidade de agitacdo (rpm) 1600
Tempo de dessor¢cdo em vortéx (min) 2
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Sob estas condigdes experimentais, foram alcangadas taxas de recuperagdo médias para
os sete piretroides em estudo, variando entre 65,2% e 102,0% (tabela 3.4). Os baixos erros
associados demonstram a elevada precisdo e reprodutibilidade do método nas condi¢des
extrativas estabelecidas.

Tabela 3.4. Recuperagdes médias dos analitos nas condi¢des otimizadas obtidas por HFuE(n-C7)-pLD/GC-MS(SIM)
e os respetivos RSD (%), calculados a partir de seis replicados.

R a0 (%) £ RSD (¢
Composto ecuperacio (%) SD (%)

(n=16)
ALL 70,8 + 4,2
TET 74,7 + 6,7
BIF 652 +8,8
FEN 99,4+ 58
CYH 90,8 + 4,1
CYP 92,3+5.,6
FEN 102,0 +3,7

3.3. Reutilizacao dos dispositivos por HFuE

Por razoes alheias ao estudo e devido a escassez, em laboratorio, das fibras inicialmente
utilizadas, foram investigadas diversas alternativas que permitissem a continuidade do estudo,
com o objetivo de igualar, nas condigdes otimizadas, as recuperacdes obtidas (tabela 3.4). Assim,
tendo em conta que a fibra utilizada, com 10 mm de comprimento e didmetro (2) 600 pm,
apresentava uma capacidade aproximada de 22 uL de fase extratora no seu interior [73], foi
proposta a utilizagdo de uma fibra mais fina, também com 10 mm de comprimento, mas com
menor didmetro (200 pm). Estas fibras, devido a sua menor quantidade de solvente, foram
testadas em combinagdes de duas ¢ trés unidades, de modo a aumentar o volume ¢ a area
superficial de contacto da fase extratora, com o intuito de igualar o desempenho da fibra
anteriormente utilizada. Os resultados obtidos encontram-se representados no grafico da figura
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Figura 3.12. Resultados obtidos da utilizagdo de duas e trés fibras, de diametro 200 um, comparativamente as
otimizadas. Estes ensaios foram realizados a partir da metodologia HF uE(n-C7)-uLD/GC-MS(SIM), sob as condi¢des
anteriormente otimizadas.
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Verificou-se que, para a maioria dos compostos analisados, a utilizagdao das fibras mais
finas foi insuficiente para alcancar recuperagdes semelhantes as obtidas com as fibras iniciais.
Adicionalmente, a aplicagdo de trés fibras finas tornou o processo extrativo mais dificil, o que
pode estar associado a degradacdo dos dispositivos ou a perda de solvente no seu interior,
provavelmente causada por uma maior interacao entre as fibras devido ao vortéx formado durante
0 processo.

Perante os resultados obtidos e considerando inviaveis as opgdes testadas até entdo, foi
analisada a possibilidade de reutilizar os dispositivos inicialmente utilizados. Para tal, o
procedimento consistiu na remogao dos dispositivos do vial de analise, seguida de um processo
de lavagem. Inicialmente, as lavagens foram realizadas com agua e Ace, visando a remogao de
impurezas e residuos provenientes de extragdes anteriores. E importante salientar que a
reutilizacdo das fibras foi testada apds um periodo de repouso de pelo menos quatro meses entre
a primeira e a segunda microextragdo. Os resultados foram comparados com os valores finais
obtidos durante a otimizagdo, conforme ilustrado no grafico da figura 3.13.
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Figura 3.13. Resultados obtidos da utilizagdo das fibras reutilizadas, de didmetro 600 pm. Estes ensaios foram
realizados a partir da metodologia HFuE(n-C7)-uLD/GC-MS(SIM), sob as condigdes anteriormente otimizadas.

Por observagdo do grafico da figura 3.13, observa-se uma elevada proximidade nas taxas
de recuperacao, indicando a viabilidade da reutilizacdo das fibras. Contudo, a possibilidade de
contaminagdo cruzada entre extragdes revelou-se um ponto de preocupacdo. Para avaliar esta
questdo, foram realizados seis ensaios em amostras aquosas ndo fortificadas. Na maioria dos
ensaios, nao foram detetados compostos, sugerindo uma lavagem eficaz. No entanto, em dois
casos, foram observadas concentracdes residuais, 0 que motivou a otimizagdo do processo de
lavagem, variando o tempo e os métodos utilizados. Na tabela 3.5 encontram-se descritos os trés
processos de lavagem estudados: (i) imersdo das fibras, conforme o procedimento anteriormente
utilizado; (ii) tratamento com ultrassons, pela possibilidade de desintegracdo de residuos no
interior dos dispositivos.

Tabela 3.5. Processos de lavagem para a reutilizagdo dos dispositivos de microextragdo por HFpE.

Processo de

lavagem Ace Agua Repeticoes do ciclo
1 Imersao: 2 min
2 Imersao: 5 min 2 min 3x
3 Ultrassons: 5 min
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Aplicando os diferentes processos referidos (tabela 3.5), os resultados obtidos constam
no grafico da figura 3.14.
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Figura 3.14. Estudo do efeito dos processos de lavagem das fibras reutilizadas sob as condi¢des otimizadas da
metodologia HFUE(n-C7)-uLD/GC-MS(SIM).

Os resultados apresentados na figura 3.14 evidenciaram que o processo 1 foi o mais
eficiente, alcangando taxas de recuperagdo semelhantes as obtidas com dispositivos de primeira
utilizagdo. Contudo, o prolongamento do tempo de imersdo em Ace, assim como a aplicagdo de
tratamento ultrassonico, resultaram em recuperagdes inferiores, possivelmente devido a
degradacdo das fibras durante o processo. Adicionalmente, nas fibras reutilizadas, verificou-se
um aumento na presenca de interferentes no tragado da corrente idnica, em comparagdo com 0s
dispositivos novos.

Como alternativa, investigou-se a possibilidade de degradagdo dos piretroides,
fotossensiveis, por exposicdo solar. Os dispositivos foram submetidos a 30 dias de exposigdo a
luz solar, em condigdes de temperatura ambiente laboratorial, e posteriormente testados em
ensaios sem fortificagdo. Verificou-se que a combinagao da exposigdo solar com o Processo 1 de
lavagem resultou na reducdo de interferentes no processo extrativo, permitindo a continuidade
dos estudos com esta abordagem.

3.4. Validacdo do método HFuE(n-C7)- uLD/GC-MS(SIM)

Ap6s a otimizagdo das condi¢des experimentais, procedeu-se a validacao da metodologia,
etapa fundamental para a quantificagdo dos analitos em amostras aquosas reais, pela necessidade
do cumprimento dos limites estabelecidos pela legislagdo vigente descritos no ponto 1.3. Para tal,
foram determinados os limiares analiticos, a gama linear de trabalho e a precisdo, tanto intra-dia
como inter-dia, associadas a metodologia proposta. Os ensaios foram realizados utilizando agua
desionizada como matriz, previamente fortificada com uma mistura padrao de piretréides em
diferentes concentracoes.

3.4.1. Limiares analiticos e linearidade

De forma a avaliar a sensibilidade da metodologia, foram determinados os LOD e LOQ,
através das razdes S/N de 3:1 e 10:1, respetivamente, pelo que os valores obtidos se encontram
descritos na tabela 3.6.
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Tabela 3.6. LODs e LOQs para os compostos alvo, obtidos na validagdo da metodologia HFuE(n-C7)-uLD/GC-
MS(SIM).

Piretroides LOQ LOD
(ng L) (ng L)
ALL 150 50
TET 60 20
BIF 15 5
FEN 30 10
CYH 60 20
CYP 150 50
FEV 150 50

Conforme apresentado na tabela 3.6, verifica-se que a metodologia HFuE(n-C7)-
uLD/GC-MS(SIM) apresenta 5 < LOD <50 ng L' ¢ 15 < LOQ < 150 ng L!. Comparando estes
resultados com os limites estabelecidos pela legislagdo, descritos no ponto 1.3, observa-se que,
para aplicagdo em aguas superficiais, particularmente para utilizagdo em rega, a metodologia
proposta permite quantificar os sete piretréides em estudo no limite maximo exigido de 500 ng L
!, uma vez que os LOQ apresentados se encontram abaixo deste valor.

Contudo, no caso da legislag@o relativa as aguas destinadas ao consumo humano, nem
todos os piretroides podem ser quantificados no limite maximo permitido, que ¢ de 100 ng L.
Especificamente, os compostos ALL, CYP e FEV apresentam valores de LOQ superiores a este
limite, indicando que a metodologia ndo permite a sua quantificacdo, sendo apenas possivel
identificar a sua presenga, levando a necessidade de uma maior sensibilidade ndo alcangada neste
estudo. No entanto, para os restantes piretroéides, a metodologia demonstra-se eficaz e adequada
para a quantifica¢do no limite exigido a este tipo de matriz.

Posteriormente, para avaliar a linearidade da metodologia, procedeu-se a construgdo das
curvas de calibragdo, recorrendo ao método dos minimos quadrados para a obtencao de regressoes
lineares. Foram fortificados ensaios com concentragdes compreendida entre 2,5 ¢ 0,00125 mg L~
!, proporcionando concentragdes na 4gua compreendidas entre 10,0 ¢ 0,05 pg L', Os parametros
das regressoes lineares, nomeadamente a gama dindmica de trabalho, o declive (a) e a intercecdo
no eixo das abscissas () e os valores de coeficiente de determinagdo (°) encontram-se descritos
na tabela 3.7. As curvas de calibragao obtidas podem ser consultadas no anexo VII.

Tabela 3.7. Pardmetros matematicos relativos as gamas de trabalho dos sete piretroides, obtidos através da validagio
da presente metodologia.

Gama linear

Piretréides (ng L) a b r
ALL 10,0 - 0,2 477962 38021 0,9989
TET 10,0 - 0,1 257765 28388 0,9976
BIF 10,0 - 0,02 3519942 520468 0,9956
FEN 10,0 - 0,05 958285 82040 0,9979
CYH 10,0-0,1 621270 32631 0,9993
CYP 10,0-0,2 318585 24987 0,9979
FEV 10,0 - 0,2 548938 67963 0,9992
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Para obter estes resultados recorreu-se a calibradores entre 8 e 12 niveis, dependendo da
sensibilidade do analito em questio, registando-se assim gamas lineares dinamicas de 0,2 a 10,0
ug L'para ALL, CYP e FEV, de 0,1 a 10,0 ug L' para TET ¢ CYH, de 0,05 a 10,0 pg L para
FEN, e de 0,02 a 10,0 ug L para BIF. Adicionalmente, observaram-se 7> superiores a 0,9956,
evidenciando uma elevada proximidade ao valor ideal de 1, o que reflete uma forte tendéncia para
a ocorréncia de linearidade nos dados analisados.

Contudo, ¢ insuficiente averiguar a linearidade das regressdes pela utilizagdo deste tnico
parametro, 7, visto que nio permite avaliar a homocedasticidade numa determinada gama linear
de trabalho. Ao ndo avaliar este pardmetro, podemos estar a introduzir erros sistematicos, pela
diminui¢do da precisdo, que influenciara as concentragdes residuais. Neste sentido, recorreu-se
ao teste lack-of-fit, também descrito na literatura como teste F, e ao estudo da dispersdo residual.
Enquanto no grafico de residuos se observa visualmente a dispersdo dos valores, o teste F
possibilita estudar a uniformidade na distribuicdo dos dados experimentais, comparando o valor
F tabelado (Fib) com o valor F experimental (Fcxp), para cada piretroéide em estudo.

Por forma a verificar a uniformidade de cada analito, calcularam-se os valores de Fap,
determinado com base na tabela da distribuicdo F, considerando, neste caso, o nivel de confiancga
de 95% e os graus de liberdade especificos do composto em andlise. A aceitagdo ¢ estabelecida
pela condigdo Fip > Fep , indicando homocedasticidade da gama linear [83]. Na tabela 3.8
encontram-se apresentados os valores de Fip € Fexp referentes aos analitos em estudo.

Tabela 3.8. Valores correspondentes ao Fub e Fexp determinados para os sete piretroides em estudo.

Piretréides Fexp Fan
ALL 0,0014 2,74
TET 0,17 2,58
BIF 0,000013 2,25
FEN 0,0000031 2,34
CYH 0,0081 2,58
CYP 0,0012 2,74
FEV 0,00029 2,74

Por avaliacao tabela 3.8, os resultados obtidos indicam que os todas as gamas dinamicas
dos diferentes analitos, exibem homocedasticidade, devido ao facto de que os valores de Fap
excedem consistentemente os valores de Fexp. Simultaneamente, estudou-se a dispersao residual,
definida pela diferenca entre os valores experimentais e os valores previstos pelo modelo de
regressdo, com o objetivo de avaliar o comportamento dos dados na gama dindmica considerada.
Com base na analise dos graficos apresentados no anexo VIII, que relacionam os residuos
relativos as concentragoes, verificou-se uma distribui¢do aleatdria, sem indicios de tendéncias, o
que confirma a homocedasticidade dos dados. Assim, concluiu-se que todas as regressoes lineares
descritas na tabela 3.7 sdo adequadas pois apresentam uma linearidade satisfatoria.
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3.4.2. Precisdo intra-dia e inter-dia

Conforme descrito no ponto 2.3.5.2. da parte experimental, a avaliacdo da precisdo da
metodologia foi estudada recorrendo a realizagdo de ensaios intra dia (n = 6) ¢ inter-dia (n = 3,
por 3 dias consecutivos). Os niveis de fortificagdo avaliados corresponderam a 5,0 pug L (alto),
2,0 pg L' (médio) e 0,20 ug L' (baixo). Os valores de precisdo obtidos, expressos em RSD,
encontram-se detalhados na tabela 3.9 juntamente com as respetivas recuperagdes obtidas.

Tabela 3.9. Valores de recuperacdo e precisdo obtidos em condi¢des de repetibilidade (intra-dia) e de precisdo

intermédia (inter-dia) para os piretroides estudados através da metodologia por HFuE(n-C7)-uLD/GC-MS(SIM). Os
trés niveis de fortificagdo selecionados foram de 5,0 pg L' (Alto) 2,0 ug L' (Médio) e 0,20 pg L' (Baixo).

Nivel de Intra-dia (n=6) Inter-dia (n=9)
Piretroides fortificacao o —e ~ e
B Recuperacio  Precisio  Recuperacgio Precisao
(ng L7 (%) (RSD, %) (%) (RSD, %)
5,0 77,5 2,6 70,3 43
ALL 2,0 79,3 3,2 70,0 2,2
0,2 70,2 4,0 72,4 8,6
5,0 75,0 39 73,2 7,2
TET 2,0 71,1 8,3 70,6 11,1
0,2 74,7 6,5 75,8 7,4
5,0 68,7 49 66,6 8,2
BIF 2,0 68,9 6,3 60,1 8,7
0,2 63,2 5,1 64,6 9,0
5,0 95,9 1,6 97,2 7,1
FEN 2,0 94,1 4,8 98,7 4,6
0,2 94,6 3,7 99,2 5,3
5,0 95,3 5,6 98,8 9,9
CYH 2,0 95,2 5,1 97,6 10,4
0,2 95,8 6,9 98,3 9,0
5,0 100,6 4,7 98,4 8,5
CYP 2,0 101,1 3,9 99,6 8,0
0,2 97,2 6,6 99,1 9,2
5,0 101,7 5,0 101,5 5,2
FEV 2,0 99,1 6,5 100,5 6.4
0,2 101,8 3,5 99,3 472

Com base nos resultados de precisdo apresentados na tabela 3.9, os valores de RSD foram
inferiores a 11,1%. De acordo com os requisitos estabelecidos pela Diretiva 98/83/EC para a
analise vestigial de compostos orgénicos, a metodologia proposta ¢ considerada aceitavel, uma
vez que a precisdo obtida se encontra abaixo do limite maximo permitido de 25%.

Posteriormente, foram calculadas as respetivas recuperagdes com o objetivo de avaliar
possiveis oscilagcdes da metodologia proposta. Os valores de recuperagdo variaram entre 60,1% e
101,8%. Para os compostos CYP e FEV, obtiveram-se valores proximos de 100%, seguidos pela
CYH (95,2% — 98,8%), FEN (94,1% — 99,2%), ALL (70,0% — 79,3%), TET (70,6% — 75,8%) e
BIF (60,1% — 68,9%). Estes resultados refletem uma boa recuperagdo para a maioria dos analitos,
com variacdes aceitaveis e adequadas para o proposito da metodologia por HFUE.
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3.5. Aplicagcdo a matrizes reais

No contexto da monitorizagdo de piretroides em matrizes reais aquosas, a avaliacdo do
efeito matriz ¢ um fator determinante para a obtencdo de resultados analiticos precisos e
reprodutiveis. Com este objetivo, a metodologia de HFuE, apds otimizacdo e validacdo, foi
aplicada a diversas amostras de agua, conforme descrito na parte experimental. A selecdo das
quatro matrizes fundamentou-se no reconhecimento como aguas em meios ambientais com
elevado potencial de contaminagao pelos fitofarmacé€uticos alvo.

Avaliou-se o efeito matriz utilizando o SAM, por meio da fortificagdo das amostras
aquosas com o padrdo de trabalho em diferentes concentragdes (0,2 — 10,0 ug L1). Paralelamente,
foram realizados ensaios em branco, isto €, sem o passo de fortificagdo, com o objetivo de garantir
0 maximo rigor e controlo de efeitos de memoria na metodologia analitica desenvolvida.

3.5.1. Amostras de agua subterranea

A partir dos resultados obtidos nas analises da matriz de dgua subterranea, construiram-
se curvas de calibragdo com cinco niveis de concentragdo, que resultaram nos coeficientes de
determinagdo apresentados na tabela 3.10, correspondentes a cada analito. Conforme ilustrado na
tabela 3.10 e no anexo X, os dados indicam uma boa linearidade, com valores de 7> superiores a
0,9957 (FEN).

Na tabela 3.10, encontram-se apresentados os parametros de linearizagdo determinados
pelo método dos minimos quadrados. Os resultados obtidos nos ensaios em branco confirmaram
a auséncia de sinais dos analitos na matriz, indicando que as concentragdes se encontram abaixo
dos LODs estabelecidos na validagido (anexo 1X).

Tabela 3.10. Parametros relativos as curvas de calibrag@o obtidas por SAM para a amostra de agua subterranea obtida
por HFpE(n-C7)-uLD/GC-MS(SIM), sob condi¢des experimentais otimizadas (a — declive; b — ordenada na origem).

Amostra (local) Piretréides a b r Concentl_'lag:ﬁo
(ngLY)
ALL 387180 25649 0,9992 <LOD
TET 221766 10895 0,9963 <LOD
Agua BIF 29277234 524206 0,9982 <LOD
subterrinea FEN 479227 153609 0,9957 <LOD
(pogo) CYH 418970 65210 0,9972 <LOD
CYP 239539 61974 0,9987 <LOD
FEV 402144 50733 0,9994 <LOD

A figura 3.15 exemplifica um tracado de corrente idnica total correspondente ao ensaio
obtido pela metodologia & amostra de dgua subterranea fortificada com 0,2 pg L sob condigdes
experimentais otimizadas. Observa-se uma excelente seletividade e sensibilidade da metodologia
proposta, evidenciada pela auséncia de interferentes na co-elui¢do dos analitos.
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Figura 3.15. Tracado de corrente i6nica total relativo a amostra de 4gua subterranea fortificada a 0,2 ug L' obtido por
HFUE(n-C7)-uLD/GC-MS(SIM), nas condigdes experimentais otimizadas (1-ALL; 2-TET; 3-BIF; 4-FEN; 5-CYH; 6-
CYP; 7-FEV).

3.5.2. Amostras de dgua para consumo humano

Relativamente a 4gua para consumo humano, foram realizadas analises que resultaram nas
curvas de calibracdo ilustradas no anexo X. Os valores obtidos pelo método dos minimos
quadrados, bem como as concentragdes determinadas na amostra em branco (anexo IX), estdo
apresentados na tabela 3.11. Observou-se uma resposta linear, com 72 superiores a 0,9958 (CYP).

Tabela 3.11. Parametros relativos as curvas de calibragdo obtidas por SAM para a amostra de 4gua para consumo
humano obtida por HFpE(n-C7)-uLD/GC-MS(SIM), sob condi¢des experimentais otimizadas (a — declive; b —
ordenada na origem).

Amostra (local) Piretréides a b r Concentragdo
(ng/L)
ALL 489969 71250 0,9996 <LOD
TET 252599 29242 0,9964 <LOD
Agua para BIF 2615293 -156301 0,9977 <LOD
consumo FEN 695544 - 49132 0,9993 <LOD
humano CYH 551657 93293 0,9965 <LOD
CYP 291732 72221,3 0,9958 <LOD
FEV 477916 68200 0,9982 <LOD

A figura 3.16 apresenta um tragcado de corrente idnica total correspondente a amostra de
dgua para consumo humano fortificada com 0,2 pg L™, no qual foi possivel identificar os analitos
determinados por aplicacdo do SAM com significativa qualidade analitica.
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Figura 3.16. Tracado de corrente i6nica total relativo a amostra de 4gua para consumo humano fortificada a 0,2 pug L-!
obtido por HFuE(n-C7)-uLD/GC-MS(SIM), nas condigdes experimentais otimizadas (1-ALL; 2-TET; 3-BIF; 4-FEN;
5-CYH; 6-CYP; 7-FEV).

3.5.3. Amostras de agua superficial

Na analise da amostra de agua superficial proveniente da Ria de Aveiro, foram obtidas
curvas de calibragdo a partir de cinco niveis de fortificagdo, apresentadas no anexo X. Os valores
determinados pelo método dos minimos quadrados estdo listados na tabela 3.12, evidenciando
uma boa linearidade, com 7* superiores a 0,9973 (ALL). Além disso, os ensaios em branco
confirmaram a auséncia de concentragdes dos piretrdides em estudo acima dos LODs na amostra
superficial (anexo 1X).

Tabela 3.12. Parametros relativos as curvas de calibragdo obtidas por SAM para a amostra de agua superficial obtida
por HFuE(n-C7)-uLD/GC-MS(SIM), sob condi¢des experimentais otimizadas (a — declive; b — ordenada na origem).

Amostra (local) Piretroides a b r Concentragdo
(ng/L)
ALL 357495 44312 0,9973 <LOD
TET 239776 10501 0,9983 <LOD
) . BIF 2563067,3 - 410696 0,9998 <LOD
Agua superficial FEN 576978 25227 0,9976 <LOD
(Ria de Aveiro)
CYH 434019 -82717 0,9997 <LOD
CYP 282169 21759 0,9997 <LOD
FEV 448320 15711 0,9995 <LOD

A figura 3.17 ilustra o perfil do tragado de corrente idnica total de uma amostra de agua
superficial fortificada com 0,2 ug L' dos piretréides em estudo, evidenciando a detecdo dos
analitos alvo com elevada precisdo analitica pelo SAM.
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Figura 3.17. Tragado de corrente idnica total relativo a amostra de 4gua superficial fortificada a 0,2 pug L' obtido por
HFUE(n-C7)-uLD/GC-MS(SIM), nas condigdes experimentais otimizadas (1-ALL; 2-TET; 3-BIF; 4-FEN; 5-CYH; 6-
CYP; 7-FEV).

3.5.4. Amostras de dgua residual de ETAR

Por fim, aplicou-se a metodologia também a amostras de agua residual (ETAR). Deste
modo construiram-se curvas de calibragdo para os diversos analitos do presente estudo, pelo que
os parametros obtidos constam na tabela 3.13. Por observagdo 4 tabela, assim como ao anexo X,
¢ possivel determinar boa linearidade dentro da gama estudada, uma vez que os valores de »*
encontram-se superiores a 0,9969 (BIF). Os ensaios em branco apresentaram auséncia dos
analitos em concentragdes acima dos LODs obtidos na validagdo do método (anexo 1X).

Tabela 3.13. Parametros relativos as curvas de calibragdo obtidas por SAM para a amostra de dgua residual (ETAR)
obtida por HFuE(n-C7)-uLD/GC-MS(SIM), sob condigdes experimentais otimizadas (a — declive; b — ordenada na
origem).

Amostra (local) Piretréides a b r Concentragdo
(ng/L)
ALL 405587 -6127,3 0,9998 <LOD
TET 198389 6100,0 0,9996 <LOD
Agua residual BIF 2324464,7 -625946 0,9969 <LOD
(ETAR - FEN 677281 -61242 0,9997 <LOD
Alcantara) CYH 484685 30339 0,9993 <LOD
CYP 255235 14362 0,9988 <LOD
FEV 393742 43227 0,9997 <LOD

Na figura 3.18 encontram-se exemplificado um tragado de corrente idnica total relativo a
um ensaio da matriz de 4gua residual (ETAR), fortificada com 0,2 pug L' de piretroides.
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Figura 3.18. Tragado de corrente idnica total relativo a amostra de 4gua residual (ETAR) fortificada a 0,2 ug L' obtido
por HFuE(n-C7)-pLD/GC-MS(SIM), nas condi¢des experimentais otimizadas (1-ALL; 2-TET; 3-BIF; 4-FEN; 5-CYH;
6-CYP; 7-FEV).

De forma geral, este estudo teve como objetivo avaliar o efeito matriz em quatro matrizes
aquosas reais sobre os compostos-alvo, sob a utilizagdo da metodologia proposta. Conforme
apresentado na tabela 3.4, que reporta os valores de recuperacdo obtidos sob condigdes
experimentais otimizadas e em ensaios com agua ultrapura, a tabela 3.14 consta as taxas de
recuperagdo de cada piretréide em matrizes reais fortificadas a 10 pg L. Os valores de RSD
permaneceram abaixo de 11,9%, demonstrando a precisdo da metodologia, em conformidade com
os critérios de aceitagdo estabelecidos (< 15%).

Tabela 3.14. Recuperagdes médias dos sete piretroides estudados obtidas aplicando a metodologia desenvolvida a
aguas subterranea, para consumo humano, superficial e residual (ETAR).

Recuperacgio (%) = RSD (%) (n=3)

Piretroides

Agua subterranea coniilllz }rl)ifiano Agua superficial Agyg;/e\s}%ual
ALL 60,4+11,7 69,7 +£9,5 60,1 +54 65,0+2,7
TET 682+11,9 74,4 +£7,7 78,7+9,7 60,0 + 3,1
BIF 65,1+39 58,5+ 1,0 57,5+4,1 52,5+4,9
FEN 87,9+5,6 98,0+ 0,9 93,4+4.2 84,6+29
CYH 77,1 £43 92,8+29 78,8 £0,5 90,6 +2,7
CYP 71,0 £ 5,1 87,4+28 82,8+0,7 742 +5,5
FEV 78,1 +£2,4 89,2+ 6,5 86,2+ 0,5 76,1 £ 6,6

Deste modo alcancaram-se recuperacdes entre 60,4% e 87,9% (RSD < 11,9%) para agua
subterranea, entre 58,5% e 92,8% (RSD < 9,5%) para agua para consumo humano, entre 57,5%
e 93,4% (RSD < 9,7%) para agua superficial, e entre 52,5% e 90,6% (RSD < 6,6%) para dgua
residual de ETAR.
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Com o objetivo de avaliar o desempenho da metodologia quando aplicada a matrizes
aquosas reais, foram obtidas respostas linecares na gama de trabalho entre 0,2 ¢ 10 pg L™,
conforme demonstrado nos pontos anteriores. Para fins comparativos, foram elaborados graficos
de compilagdo para cada composto, sendo apresentado, a titulo exemplificativo, o grafico da
figura 3.19 da FEN, uma vez que seu comportamento ¢ representativo da maioria dos compostos
analisados.

Os resultados obtidos indicam a presenga de efeitos de matriz de baixa intensidade na
aplicagdo da metodologia desenvolvida a amostras aquosas reais. Com base na interpretacao
desses dados e nos valores de recuperagdo descritos na tabela 3.14, verificou-se que as matrizes
de agua residual de ETAR e agua subterrnea apresentam o maior efeito matriz. Essa tendéncia
foi observada para os compostos TET, BIF, FEN, CYP e FEV. No entanto, para os compostos
ALL e CYH, o maior efeito matriz ndo foi causado pela dgua residual de ETAR, mas sim pelas
matrizes de agua superficial e subterranea. Conforme esperado, a matriz com menor interferéncia
foi a agua de consumo humano, na qual os valores de recuperagdo se mantiveram mais proximos
dos obtidos em condi¢des ideais, evidenciando uma menor influéncia de efeitos de matriz.
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Figura 3.19. Gréfico de comparagao das curvas de calibragdo do composto FEN analisado nas diferentes matrizes reais
aquosas.

3.6. Aplicacao na metodologia LVI-GC-MS(SIM)

Com base nos valores obtidos pela metodologia estudada, foi proposta a utilizagdo de
uma instrumentacdo de maior sensibilidade, com o objetivo de reduzir os limiares analiticos e
garantir que estes se encontrem dentro dos limites estabelecidos pela legislacdo, conforme os
valores apresentados no ponto 1.3. A otimizagdo das condi¢des de injecdo visa melhorar a
eficiéncia na detegdo dos piretroides analisados, aumentando a sensibilidade e a reprodutibilidade
dos resultados.

Dessa forma, a injecdo de 2 ul. em modo SL foi substituida por uma inje¢do de 20 uL
utilizando um injetor PTV no modo solvent vent. Essa abordagem permite a introdugdo de
volumes maiores de amostra, com a eliminacdo controlada do solvente antes da transferéncia dos
analitos para a coluna cromatografica, minimizando a sobrecarga do sistema e reduzindo os
efeitos de discriminagdo de compostos com diferentes volatilidades. Como resultado, ha um
aumento significativo na relagdo sinal-ruido e, consequentemente, na sensibilidade do método.

62



A comparacao entre as metodologias foi realizada por meio da analise dos tragados de
corrente idnica total. Como exemplo, a figura 3.20 apresenta os tragados correspondentes aos ides
164 (A) e 181 (B), obtidos para os piretroides TET, BIF e FEN. A utilizagdo destes ides permite
uma melhor comparagdo espetral entre os diferentes modos de injecdo, evidenciando a
superioridade da abordagem otimizada em termos de resposta analitica.
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Figura 3.20. Comparagdo dos tragados de corrente idnica dos ides 164 m/z (A) €181 m/z (B) a 0,05 mg L' (EtOAc)
obtidos por SL-GC-MS(SIM) e LVI-GC-MS(SIM). Os piretroides identificados sdo 2 — TET, 3 — BIF e 4- FEN.

Os resultados demonstram que a utilizagdo do injetor PTV no modo solvent vent
proporciona um aumento significativo na sensibilidade analitica, permitindo a detecdo dos
analitos em concentragcdes compativeis com os limites regulamentares. Nesse contexto, a tabela
3.15 apresenta os valores obtidos por calibracdo instrumental do padrdo de piretroides sob as
condigdes operacionais dos injetores PTV e SL. A comparagao entre os injetores demonstra que
os limiares analiticos obtidos com o injetor SL ¢ aproximadamente 4 a 5 vezes inferior a alcangada
com o injetor PTV, evidenciando a eficiéncia deste inlet.

Tabela 3.15. Valores de limiares analiticos, LOD e LOQ, da calibragdo instrumental dos piretréides em estudo para a
metodologia LVI-GC-MS(SIM) e SL-GC-MS(SIM).

PTV SL
o LOQ LOD LOQ LOD
Piretroides (ng L) (g L) (gL (g LY

ALL 3,75 1,25 15,0 5,0
TET 3.75 1,25 15,0 >0
BIF 0,375 0,125 1,5 0.5
FEN LS 0,5 72 >
CYH 7,5 2,5 37,5 12,5
CYP 75 2.5 37,5 12,5
FEV 7.5 2,5 37,5 12,5
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Posteriormente, foram realizadas andlises em triplicado como teste, aplicando a
metodologia HFuE(n-C7)-uLD sob as condi¢des experimentais otimizadas, para posterior inje¢ao
no sistema LVI-GC-MS(SIM). A tabela 3.16 apresenta os valores dos limiares analiticos, LOD e
LOQ, obtidos do sistema LVI-GC-MS(SIM) e do processo de validagao do sistema GC-MS(SIM)
apresentado anteriormente. A comparagdo entre os métodos demonstra a manutengdo da
sensibilidade previamente alcangada, uma vez que esses limiares permanecem de 4 a 5 vezes
inferiores.

Considerando que o limite maximo permitido para a presenca de um piretroide em alguns
tipos de agua ser de 0,1 pg L™, é fundamental que a metodologia desenvolvida alcance esse limiar
no seu LOQ. O método otimizado e validado HFpuE(n-C7)-uLD-GC-MS(SIM) apresentou valores
superiores ao limite estabelecido para os compostos ALL, CYP e FEV. Contudo, a comparacao
com a abordagem utilizando o injetor PTV demonstrou que a metodologia HFuE(n-C7)-uLD-
PTV-GC-MS(SIM) ¢ capaz de alcangar o objetivo proposto, tornando-se adequada para a analise
desses piretroides em aplicagdes reais (< 100 ng L™).

Tabela 3.16. Valores de limiares analiticos, LOD e LOQ, dos piretroides em estudo sob condigdes otimizadas da
metodologia HFuE(n-C7)-uLD e utilizagdo de LVI-GC-MS(SIM) e GC-MS(SIM), respetivamente.

PTV SL
. LOQ LOD LOQ LOD
Piretroides 1o L) mglh) | mgl) (gL

ALL 30,0 15,0 150,0 50,0
TET 15,0 5,0 60,0 20,0
BIF 3,0 1,0 15,0 5,0
FEN 7,5 2,5 30,0 10,0
CYH 15,0 5,0 60,0 20,0
CYP 60,0 20,0 150,0 50,0
FEV 60,0 20,0 150,0 50,0

3.7. Comparacdo com estudos anteriores

A comparagdo do método desenvolvido com trabalhos anteriormente propostos para estes
compostos ¢ crucial a qualquer estudo analitico. Relativamente a técnica de microextragdo
otimizada e validada, a metodologia foi comparada com as técnicas convencionais de preparagao
de amostra vigentes na literatura, encontrando-se ilustrada na tabela 3.17.

A analise comparativa de diferentes metodologias de extragdo de piretroides em matrizes
aquosas revela importantes distingdes em termos de eficiéncia, sustentabilidade, aplicabilidade e
custo-beneficio. Entre as técnicas avaliadas, a HFUE destaca-se como uma das mais promissoras,
especialmente no contexto de monitorizagdo ambiental e trabalho de rotina.
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Tabela 3.17. Comparagao das técnicas de microextrago estatica mais utilizadas na analise de piretroéides em matrizes

aquosas, utilizando como instrumentagio de analise o sistema GC.

Método analitico SPME SBSE BApE SDME DLLME HF-LPME HFpE
Tempo (h) 1 1,5 4,5 1 1 6 3
Userfriendly“ —/+ + + - - - +
Ecofriendly* + + + + + + +
Custo-beneficio® Elevado Elevado Baixo  Baixo Baixo Baixo Baixo
Abrangéncia“ - - + + - + +
Trabalho de rotina“ - + + - - —/+ +
Presente
Ref. [35,36] [37] [38] [39,40] [41] [42] trabalho

2 Um sinal de mais significa que o método possui a carateristica ou ¢ adequado, ¢ um sinal de menos significa que o
2

método ndo possui a carateristica ou é inadequado; ® Dados estimados entre uma graduacio elevado — moderado —

baixo.

A técnica HFuE apresenta um tempo de extracdo moderado (cerca de 3 horas), sendo
mais rapida do que a HF-LPME (6 horas) e apenas ligeiramente mais lenta do que técnicas como
DLLME (1 hora). Contudo, o seu diferencial reside ndo apenas no tempo de analise, mas
principalmente na combinacdo de outros fatores favoraveis. A HFUE € considerada uma técnica
user-friendly, o que a torna facilmente aplicavel em laboratdrios que buscam métodos simples,
reprodutiveis e de baixa complexidade operacional. Ao contrario das restantes técnicas de
microextracdo baseadas em liquidos, que exigem maior cuidado na manipulagdo e maior
experiéncia, a HFUE permite uma aplicagdo mais direta e segura, mesmo em contextos com
recursos limitados. Do ponto de vista ambiental, a HFpE ¢é considerada eco-friendly, uma
caracteristica cada vez mais valorizada na quimica analitica sustentavel. A utilizagdo de
quantidades minimas de solventes orgénicos, a possibilidade de reutilizacdo das fibras ocas e a
redugdo geral de residuos contribuem para um perfil ecologico altamente favoravel, alinhado com
os principios da quimica verde.

Outro ponto relevante € o custo-beneficio. A HFUE requer materiais simples e de baixo
custo, como fibras poliméricas e volumes reduzidos de solventes, o que a torna uma opgao
economicamente viavel. Isto é especialmente importante em estudos de larga escala ou em
instituicdes com orcamento restrito. Em contraste, técnicas como SPME e SBSE, embora
amplamente utilizadas, apresentam custos significativamente mais elevados, tanto no
investimento inicial (fibras e dispositivos especificos) quanto na manutenc¢do. No que diz respeito
a abrangéncia e versatilidade, a HFuE apresenta um desempenho notavel, sendo eficaz na
extragdo de uma ampla gama de analitos, incluindo compostos hidrofébicos como os piretréides.
A sua capacidade de adaptac@o a diferentes tipos de matrizes aquosas torna-a particularmente util
em contextos de avaliagdo da qualidade da agua e monitorizagdo ambiental.

Relativamente aos analitos e aos resultados obtidos no presente estudo, estes foram
comparados com dados disponiveis na literatura, conforme ilustrado no Anexo XI. Entre as
moléculas-alvo, a CYP destaca-se como a mais estudada na ultima década, sendo uma das
formulagdes mais recentes e ainda autorizada para uso em diversos paises, o que justifica o seu
elevado interesse cientifico e regulamentar. Por outro lado, compostos como ALL e TET sdo
significativamente menos abordados na literatura recente, o que confere ao presente trabalho um
contributo relevante e inovador no contexto da analise desses piretroides.
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As recuperagdes obtidas no presente estudo mostram-se globalmente comparaveis as
reportadas em estudos anteriores. Contudo, para determinados compostos, observaram-se
recuperagoes significativamente elevadas, variando entre 95% e 100%, valores ligeiramente
superiores aos documentados na literatura, o que atesta a eficiéncia do método desenvolvido. No
que respeita a precisdo, os valores de RSD obtidos foram todos inferiores a 8,8%, demonstrando
elevada reprodutibilidade. Este desempenho ¢ particularmente relevante quando comparado com
outros estudos, cujos valores de RSD frequentemente ultrapassam a dezena, refletindo menor
consisténcia analitica. Quanto aos limiares analiticos, os valores determinados situam-se na
mesma ordem de grandeza dos indicados noutros trabalhos. Destaca-se, contudo, a superior
sensibilidade do sistema analitico utilizado no presente estudo (LVI-GC-MS), o qual permitiu
alcancar limites de detecdo muito baixos. Estes valores sdo ndo apenas adequados, mas também
relevantes do ponto de vista regulamentar, cumprindo os critérios estabelecidos pela legislacao
nacional e europeia para aguas destinadas ao consumo humano e monitorizagdo ambiental.

Entre as principais vantagens da metodologia proposta, salientam-se as elevadas taxas de
recuperacdo, a ampla gama linear, os baixos limites de dete¢do e quantifica¢do, a utilizacao
negligenciavel de solventes, o baixo custo operacional e a possibilidade de realizar até 15 analises
em simultaneo. Estas caracteristicas tornam o método uma alternativa credivel, econdémica e
ambientalmente sustentavel para a determinacdo vestigial de piretroides em amostras aquosas.
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4. Conclusdao e Perspetivas Futuras
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O presente estudo propde uma metodologia alternativa e inovadora (HFpE(n-C)-
uLD/GC-MS(SIM)) para a determinagio vestigial de oito piretroides, nomeadamente ALL, TET,
BIF, FEN, CYH, CYP e FEV. Esta abordagem demonstrou ser robusta, simples ¢ adequada para
a aplicacdo em matrizes reais aquosas, em contexto de monitorizagdo do controlo da qualidade
dos recursos hidricos.

Numa fase inicial, foram identificados os analitos alvo e selecionados os ides
correspondentes para a analise no modo SIM do sistema GC-MS, uma vez ter sido verificado que
ser o sistema instrumental mais indicado para o estudo proposto. A otimizagdo dos pardmetros
instrumentais (GC-MS(SIM)) permitiu uma separagdo eficiente em menos de 23 minutos, tendo-
se obtido LOD > 0,5 pg L' ¢ LOQ > 1,5 pug L. Verificou-se ainda boa precisdo (RSD > 7,65%),
bem como curvas de calibragdo com boa linearidade (+* > 0,9975) compreendias entre 0,0025 e
2,5mg L.

O procedimento de preparagdo das amostras envolveu a otimizagdo da técnica de
microextragdo proposta, que possibilita a utilizacdo de diversos solventes organicos para a
extragdo, onde o solvente n-C; revelou os resultados mais adequados na microextragdo de
piretroides.

Posteriormente, otimizaram-se diversos paradmetros da metodologia que poderiam afetar
no processo de microextragdo e retroextragcdo. As condigdes otimizadas para extrair os sete
piretroides consistiram em 3 h de tempo de equilibrio (1600 rpm), pH da matriz de 5,5 com adigao
de 5% em MeOH, e retroextragdo com n-C; ¢ 2 minutos sob agitagdo por vortéx. Sob estas
condi¢des verificaram-se recuperagcdes médias compreendidas entre 65,2 e 102,0 % (RSD <
8,8%). Por fim, avaliou-se a possibilidade de reutilizacao das fibras no processo, a qual se mostrou
viavel com base nos parametros de degradagdo dos compostos alvo, atendendo ao tempo de meia-
vida e a suscetibilidade de processos de fotodegradagdo. A eficacia da reutilizagdo foi ainda
sustentada pela aplicacdo de um protocolo de lavagem otimizado, o qual garantiu a preservacdo
do desempenho analitico da fibra e a limpeza destes compostos, retirando a possibilidade de
contaminagdo cruzada ao longo de multiplos ciclos de uso.

Apos otimizagdo do método, procedeu-se & respetiva validagdo. Nesta etapa foram
obtidos LODs e LOQs compreendidos entre 5 - 50 ug L' e 15 - 150 pug L', respetivamente. As
gamas lineares de trabalho obtidas foram de 0,2 - 10,0 pg L-1 para ALL, CYP ¢ FEV, 0,1 - 10,0
ug L' para CYH e TET, 0,05 - 10,0 pg L' para FEN € 0,02 - 10,0 ug L' para BIF. Associada as
curvas de calibragdo foi ainda registada uma boa linearidade, tanto considerando os valores de 7
> 10,9956, como também por meio do estudo da homocedasticidade dos dados com recurso a teste
F e dispersdo de residuos. No estudo da precisdo intra-dia e inter-dia, obtiveram-se valores de
RSD inferiores a 6,6% e 10,4%, respetivamente.

Validado o método HFuE(n-C7)- uLD/GC-MS(SIM), estudou-se o efeito matriz a partir
da aplicacdo a matrizes reiais, nomeadamente amostras de agua subterranea e superficial
provenientes de poco ¢ Ria de Aveiro, respetivamente. Foi ainda testado agua para consumo
humano e agua residual da ETAR de Alcantara (Lisboa). Com recurso ao SAM, as matrizes reais
foram fortificadas onde se obtiveram excelentes linearidades, com valores de > > 0,9957. A
analise destas matrizes sem fortificacdo permitiu excluir a contaminagdo (< LOD) dos sete
piretroides em causa. Obtiveram-se recuperacdes similares as obtidas nas andlises de otimizagao
para as diversas matrizes, com valores compreendidos de 60,1 - 69,7% para ALL, 60,0 - 78,7%
para TET, 52,5 - 65,1% para BIF, 84,6 - 98,0% para FEN, 77,1 - 92,6% para CYH, 71,0 - 87,4%
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para CYP e 76,1 - 89,2% para FEV. Contudo, a comparacao entre as diferentes matrizes revelou
que, para a maioria dos compostos-alvo, as amostras de agua subterranea e residual apresentam
algum efeito de matriz, evidenciado pela reducao nas taxas de recuperagdo. No entanto, essa
diminui¢do nao foi considerada estatisticamente significativa ao proposto.

Importa referir que, para alguns dos piretrdides (ALL, CYP e FEV), o LOQ obtido (150
ng L") ndo cumpre os requisitos legislativos em vigor, que estabelecem um limite de 100 ng L™
Esta limitacdo na sensibilidade do sistema analitico constituiu um entrave a plena conformidade
com os objetivos do estudo. Assim, testou-se a utilizagdo de um injetor com maior sensibilidade
no sistema GC. A substituigdo do injetor SL por PTV, permitiu melhorar substancialmente os
limites analiticos, alcangando-se LODs compreendidos entre 1,0 - 20,0 ng L' e LOQs entre 3,0 -
60,0 ng L. Desta forma, a metodologia proposta revelou-se plenamente aplicavel a contextos
reais de acordo com as exigéncias legais nacionais e europeias vigentes.

Por fim, os resultados obtidos no presente projeto foram comparados com os de outras
técnicas de microextracdo convencionais descritas na literatura. Verificou-se que as taxas de
recuperacgdo se apresentam globalmente similares, embora, para alguns compostos, tenham sido
obtidas recuperacdes superiores, na ordem dos 95 a 100%, bem como valores de RSD inferiores
aos indicados em algumas metodologias ja bem estabelecidas na literatura. Os limiares analiticos
situaram-se na mesma ordem de grandeza dos alcangados com sistemas analiticos de elevada
sensibilidade, como o LVI-GC-MS, o que demonstra a adequagdo do método desenvolvido.
Conclui-se, assim, que a metodologia proposta configura uma alternativa eficaz as abordagens ja
existentes, apresentando vantagens em termos de eficiéncia, simplicidade, custo-beneficio e
aplicabilidade a contextos reais.

Em suma, os objetivos previamente delineados foram plenamente alcangados, tendo-se
desenvolvido uma metodologia analitica inovadora, robusta e sensivel para a determinagdo
vestigial de piretréides, com potencial de aplicagdo em matrizes reais no ambito da avaliacdo da
qualidade de recursos hidricos.

Para trabalhos futuros, perspetiva-se a expansdo da gama de piretréides analisados
simultaneamente, bem como a aplicacdo da metodologia a outras matrizes, como aguas fluviais
ou matrizes alimentares (ex. vinho). Sugere-se também a utilizag@o de instrumentag@o com maior
sensibilidade, como GC-MS/MS, com vista a obtengdo de limites de detecdo ainda mais baixos
(na ordem de alguns ng L), particularmente relevantes em analises vestigiais destes compostos
em amostras ambientais.
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Anexo I: Restri¢coes nacionais e europeias para os piretroides

em estudo

De acordo com o Decreto-lei n°94/98 de 15 de abril, a comercializagao de pesticidas em Portugal
so ¢ permitida apos autorizacdo da venda pela DGADR, de acordo com as normas em vigor a data

[84].

Tabela I.1. Restrigdes nacionais e europeias para os piretréides em estudo. Para cada analito encontra-se apresentado
a regulamentag@o ¢ a aprovagdo ou nao da utilizagdo em territorio europeu e nacional.

PIRETROIDE  UTILIZACAO REGULAMENTACAO
Regulamento (UE) n.° 2076/2002, de 20 de novembro, e
Anexo I da Diretiva 91/414/EEC.
ALL Proibida
[CioH2603] Decisao de Execucdo (UE) 2023/470 da Comissao, de 2
de marco de 2023, que determina a nio aprovagio da
substancia ativa aletrina como inseticida.
Regulamento (UE) n.° 2076/2002, de 20 de novembro, e
. Anexo I da Diretiva 91/414/EEC.
TET Proibida
[Ci19H25NO4] (restrlFaguso De acordo com o relatério da Diregdo-Geral da Saude
doméstico) . .
(2023), o composto permanece autorizado até
31/12/2024 exclusivamente para uso doméstico.
Regulamento de Execu¢do (UE) 2018/291, de 26 de
fevereiro.
BIF o . s
[C23HxCIF;0,] Proibida O composto encontra-se sujeito a restri¢do severa nos
termos do Oficio Circular DGAV n.° 8/2018, alargado
pelo Regulamento Delegado (UE) 2022/643, de 10 de
fevereiro de 2022, proibindo a exportacio.
Regulamento (UE) n.° 2076/2002, de 20 de novembro, e
Anexo | da Diretiva 91/414/EEC.
FEN Proibida Regulamento Delegado (UE) 2022/643 da Comissao, de
[C22H23NO3] 10 de fevereiro de 2022, determina a proibicio para
exportacdo. A listagem da DGAV (17/05/2024)
classifica todos os produtos contendo este pesticida como
proibidos em Portugal.
CYH Aprovada Aprovado até 2026, nos termos do Regulamento de
[C23H19CIF3NO;3] P Execucao (UE) 2024/324, de 19 de janeiro de 2024.
CYP Aprovada Aprovado até 2029, de acordo com o Regulamento (UE)
[C22H19CLNOs] P n.° 540/2011 e o Regulamento (UE) n.° 2049/2021.
FEV Proibida Decisdao de nao aprovagdao emitida pela Comissdo
[C2sH2xCINOs ] Europeia no n.° 98/270/EC, de 7 de abril de 1998.
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Anexo IlI: Equacgoes

A recuperagdo (R) avalia a eficiéncia do método na quantificacdo de analitos em amostras
fortificadas. A sua determinagdo baseia-se na relagdo entre a area medida numa amostra (Aamostra)
e area obtida pelo padrao (Apadro), €xpressa pela equacao:

Aamostra

R (%) =~

% 100 (IL.1)

padrao

A equacdo do desvio padrdo relativo (RSD) ¢ usada para avaliar a precisdo de um conjunto de
dados analiticos. O calculo do parametro baseia-se na seguinte equagao:

Desvio padrdo
RSD (%) :W x 100 (IL.2)
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Anexo III: Espetros de massa dos piretroides em estudo obtidos

por GC-MS
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Figura III.1. Espetro de fragmentos de massa idnica caracteristico do composto ALL.
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Anexo IV:
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Anexo V: Tracado de corrente ionica total para observagdo do
isomero da ALL
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Figura V.1. Tragado de corrente i6nica total da mistura padrdo a 2,5 mg L' com ampliagdo do composto ALL, para

observacao do isdbmero formado
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Anexo VI: Tracado de corrente ionica total da extracdo por
HFuE(n-Cy)
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Figura VI.1. Tracado de corrente ionica total da andlise dos piretroides em estudo obtido pela metodologia HFuE(n-
C9)-uLD/GC-MS(SIM).
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Anexo VII: Curvas de calibracdo da validacdo da metodologia
HFuE(n-C7)- uLD/GC-MS(SIM)
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Anexo VIII: Grifico de dispersdo residual das calibragoes
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Figura VIIL. 1. Grafico de dispersdo de residuos obtida para ALL.
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Figura VIIL.2. Grafico de dispersdo de residuos obtida para TET.
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Figura VIIL.3. Gréfico de dispersdo de residuos obtida para BIF.
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Figura VIIL4. Grafico de dispersdo de residuos obtida para FEN.
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Figura VIIL.5. Grafico de dispersdo de residuos obtida para CYH.
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Figura VIIL6. Grafico de dispersdo de residuos obtida para CYP.
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Figura VIIL.7. Grafico de dispersdo de residuos obtida para FEV.
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Anexo IX: Tracados de corrente ionica total de ensaios sem
fortificacao das matrizes reais
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Figura IX.1. Tragado de corrente idnica total do ensaio sem fortificagdo na matriz de 4gua subterranea, nas condi¢des
otimizadas da metodologia HFpE(#n-C7)-pLD/GC-MS(SIM).
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Figura IX.2. Tragado de corrente ionica total do ensaio sem fortificagdo na matriz de agua para consumo humano, nas
condigdes otimizadas da metodologia HF uE(n-C7)-uLD/GC-MS(SIM).
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Figura IX.3. Tracado de corrente idnica total do ensaio sem fortificagdo na matriz de agua superficial, nas condig¢des
otimizadas da metodologia HFpE(n-C7)-uLD/GC-MS(SIM).
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Figura IX.4. Tracado de corrente idnica total do ensaio sem fortificagdo na matriz de agua residual de ETAR, nas
condigodes otimizadas da metodologia HFuE(n-C7)-uLD/GC-MS(SIM).
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Anexo X: Grdficos de comparacdo das diversas matrizes reais
testadas
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Figura X.1. Grafico de comparagdo das curvas de calibragdo do composto ALL analisado nas diferentes matrizes reais
aquosas.
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Figura X.2. Gréfico de comparagdo das curvas de calibragdo do composto TET analisado nas diferentes matrizes reais
aquosas.
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Figura X.3. Grafico de comparagdo das curvas de calibragdo do composto BIF analisado nas diferentes matrizes reais
aquosas.
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Figura X.4. Grafico de comparagdo das curvas de calibracdo do composto CYH analisado nas diferentes matrizes reais
aquosas.
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Figura X.5. Grafico de comparacdo das curvas de calibracdo do composto CYP analisado nas diferentes matrizes reais
aquosas.
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Figura X.6. Grafico de comparagdo das curvas de calibracdo do composto FEV analisado nas diferentes matrizes reais
aquosas.
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Anexo XI: Comparacao de metodologias para andlise vestigial
de piretroide por técnicas de microextragao

Tabela XI.1. Comparagdo da metodologia desenvolvida com outros estudos para andlise vestigial de piretroides em

amostras aquosas.

o Gama de
Método analitico Recuper;;z;o +RSD trabalho (;ngL]')l) (;‘gOLQ_l) Ref.
0
(ng L™
40,5-1350+ (6,0 - 16,3) 0.05-218  0,16-7.27
ALL: 76,6 -116,0 9.8 ALL: 043  ALL:1.44
SPME/GC-ECD TET: 32.9 - 134.0 £15.2 20-10000 “pp1g3  TRT: 108 D
CYH: 74.7 - 110,0 £ 9.7 CYH:033  CYH: 1,11
CYP: 64.6 - 90,3 +15.7 CYP:1.07  CYP:3.58
775 - 104.6 (5.0 - 11,4) 20 - 300 50 - 1000
SPME/GC-MS BIF: 7755 108 50 - 250000 BIF: 30 ar00 136
CYP: 84.2 + 8.4 CYP: 30 CYP: 100
50,0 - 105,0 = (4.4 - 11,1 1,0-2.5 3.0-7.5
SBSE/LVI-GC-MS FEN: 105, 0 + 4.4 25 - 400 FEN: 2.5 FEN:7.5  [37]
CYP: 83,6+ 6.9 CYP: 2.5 CYP: 7.5
FEV: 894 + 11,1 FEV: 2.5 FEV: 7.5
54.6-102,7 % (4.6 - 7.0) 8.0-320  268-105.6
BAUE/LVI-GC-MS 30 - 400 38]
FEN: 80.8 + 5.9 FEN:8.0  FEN:264
150,0 -
78.6 - 106.8 = (7.4 - 14.3) 150 - 60000 50,0 - 375.0 o5
SDME/GC-MS ’ [39]
CYP: 994 + 143 CYP:3750  (yp. 11250
71,0 - 107,0 £ (9,0 - 21,0) 90-300 300 - 2000
SDME/GC-ECD CYH: 102,0 + 19,0 300- 16000 ~yp90  cypizoo0 40
CYP: 107.0 + 17,9 CYP:300  CYP: 1000
47.0- 1160 (2.0-16.0) S 2000
DLLME/GC-MS _ 200 - 4x10* [41]
CYH: 47,0 - 1010+ (6,0 - CYH:25  CYH: 2000
12.,0) CYH CYH
69,4 - 122,7% (42 - 18.4)
5
HL-LPME/GC-MS BIE: 694 1227 10000 - 4x105  200-1200  300-2600  [42]
CYP: 42,7 — 57.7
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