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RESUMO

Os pesticidas polares sao largamente utilizados em agricultura de forma a prevenir e a
aniquilar pragas comuns devido ao seu baixo custo e elevada eficacia. O incumprimento das
boas praticas agricolas promove a acumula¢do destes compostos no solo, o que resulta na
contaminagao dos alimentos. A realizacdo desta dissertacao teve como objetivo a implemen-
tacdo e validacdo de um método analitico para a determinagdo dos pesticidas polares AMPA
e glufosinato em frutos e vegetais. A analise foi realizada com recurso a Cromatografia Liquida
de Ultra Eficiéncia acoplada a Espetrometria de Massa em 7andem, UHPLC-MS/MS, com ioni-
zagao por electrospray. Durante o desenvolvimento do método foram otimizadas as condi¢bes
do equipamento e do método de extracao. A validagdo do método proposto seguiu as orien-
tacSes do guia SANTE/11312/2021 com a avaliacdo dos parametros: gama de trabalho e line-
aridade da curva de calibracao, limiares analiticos, precisao, exatiddo, efeitos matriz e incerteza
do meétodo. O método analitico abrange uma gama de trabalho entre 0,01 e 0,2 mg/kg. De
forma a minimizar os efeitos de matriz significativos efetuaram-se as calibracbes em matriz. As
curvas de calibracdo apresentam um coeficiente de correlagdo superior a 0,995, sendo que os
testes estatisticos aplicados comprovam também a sua linearidade. Os limites de detecdo e
quantificagdo obtidos foram 0,003 mg/kg e 0,010 mg/kg, respetivamente. Os coeficientes de
variagdo obtidos nos ensaios de repetibilidade e de precisdo intermédia foram inferiores a 16%.
Em relagdo a exatidao, as taxas de recuperacao obtidas para o AMPA foram entre 72% e 116%
e para o glufosinato entre 82% e 119%. A estimativa da incerteza expandida foi inferior a 29%.
Os critérios de aceitacdo foram cumpridos, pelo que se conclui que o objetivo proposto foi

atingido e o método analitico pode ser implementado em rotina no laboratério da SGS.

Palavas chave: AMPA, Glufosinato, UHPLC-MS/MS, Validagao do método analitico, Ma-

trizes alimentares de origem vegetal, Extracao por solvente.
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ABSTRACT

Polar pesticides are widely used in agriculture to control common pests due to their
low cost and high effectiveness. Failure to follow good agricultural practices promotes the ac-
cumulation of these compounds in the soil, leading to food contamination. The purpose of this
dissertation was to implement and validate an analytical method for the determination of polar
pesticides AMPA and glufosinate in fruits and vegetables. The analysis was performed using
Ultra-High-Performance Liquid Chromatography coupled with Tandem Mass Spectrometry,
UHPLC-MS/MS, with electrospray ionization. During the method development process, the
equipment conditions and extraction method were optimized. Validation of the proposed
method followed the guidelines of the SANTE/11312/2021 with the evaluation of the parame-
ters: working range and linearity of the calibration curve, limits of detection and quantification,
precision, accuracy, matrix effects, and method uncertainty. The analytical method covers a
working range of 0,01 to 0,2 mg/kg. To minimize significant matrix effects matrix calibrations
were performed. The calibration curves show correlation coefficients greater than 0,995 and
the applied statistical tests also demonstrate their linearity. The limits of detection and quanti-
fication obtained were 0,003 mg/kg and 0,010 mg/kg, respectively. The coefficients of variation
obtained in the repeatability and intermediate precision tests were less than 16%. Regarding
accuracy, the recovery rates obtained for AMPA were from 72% to 116% and for glufosinate
from 82% to 119%. Measurement uncertainties were less than 29%. The acceptance criteria
have been met, so it can be concluded that the proposed objective has been achieved and the

analytical method can be routinely implemented in the SGS laboratory.

Keywords: AMPA, Glufosinate, UHPLC-MS/MS, Method validation, Food matrix of plant origin,

Solvent Extraction.
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INTRODUCAO

1.1 Enquadramento

Os frutos e os vegetais sdo alimentos ricos em vitaminas, minerais e fibras fundamentais
para uma dieta saudavel e equilibrada [1]. A Organizacdo Mundial da Saude (WHO) recomenda
o consumo diario de cinco porcdes destes alimentos, pois apresentam varios beneficios como
a reducao do risco de doencas cardiacas, prevencao de diabetes, obesidade, e até alguns tipos
de cancro [2].

A agricultura moderna caracteriza-se pela utilizacdo de novas técnicas e equipamentos
e pelo aumento do nimero de investigacdes na area agricola sobre a utilizacdo de uma vasta
diversidade de produtos fitofarmacéuticos, fertilizantes e aditivos [3]. O crescimento da popu-
lacdo mundial leva a necessidade do acréscimo da producao alimentar, pelo que, surge a ne-
cessidade da utilizacdo destes fitofarmacéuticos de forma a assegurar o controlo de pragas de
insetos, infestagdes fungicas, ervas daninhas e outras doencas [4].

A Organizacao das Nagdes Unidas para Alimentacdo e Agricultura (FAO) define o termo
pesticida como: "any substance, or mixture of substances (...) intended for repelling, destroying
or controlling any pest, including (...) unwanted species of plants causing harm during or oth-
erwise interfering with the production, processing, storage, transport or marketing of food,
agricultural commodities (...) or animal feeding stuffs (...)" [5]. A utilizacdo destes fitofarmacéu-
ticos, de acordo com as boas praticas de agricultura, resulta no aumento da quantidade pro-
duzida, na medida que evita perdas desnecessarias nas colheitas, e na melhoria da qualidade
dos alimentos [6].

A utilizagdo excessiva destes produtos leva a contaminagédo dos solos por residuos de

pesticidas, pelo que este assunto se tornou uma questdo importante devido a elevada



persisténcia e toxicidade de alguns pesticidas [7]. A difusdo destes agroquimicos apresenta
consequéncias diretas na biodiversidade dos solos, no funcionamento dos ecossistemas e na
seguranca alimentar, e como tal, pode afetar a realizacdo de varios objetivos de desenvolvi-
mento sustentavel, estabelecidos pela Assembleia Geral das Nagdes Unidas [7, 8].

A presenca de residuos de pesticidas em produtos alimentares é uma preocupagado
global porque apresenta impactos negativos na satude, dependendo do meio e da quantidade
de exposicao. As principais vias de exposicao de pesticidas aos seres humanos sdo através do
seu consumo em alimentos, como frutos, vegetais e cereais [9]. O impacto na saude depende
do tipo de pesticida, pelo que podem afetar o sistema nervoso, causar irritabilidade na pele e
olhos, afetar o sistema endocrinolégico ou até serem classificados como cancerigenos [10,11].

Infelizmente, a agricultura biologica ndo é uma alternativa viavel para reduzir a utiliza-
¢ao destes pesticidas devido aos baixos rendimentos de produgao associados [1]. A alternativa
prende-se entdo na formacao dos agricultores sobre a utilizacdo dos fitofarmacéuticos, con-
forme as boas praticas agricolas e regulamentacdo imposta, e os seus efeitos adversos na sa-
ude e no meio ambiente, enquanto se impulsiona a procura de alternativas mais sustentaveis
e eficazes [1].

As organizagOes responsaveis pela seguranca alimentar, como a Autoridade Europeia
para a Seguranca Alimentar, EFSA, em conjunto com os governos, tém vindo a desenvolver e
implementar diretrizes e regulamentacdes claras, de forma a monitorizar a presenca destes
residuos em alimentos e a assegurar a seguranca e qualidade dos alimentos [12]. Portanto, é
imperativo o desenvolvimento de métodos analiticos capazes de analisar estes alimentos e
confirmar e quantificar a presenca de pesticidas nos mesmos, de forma a assegurar o cumpri-
mento dos limites maximos de residuos [1].

No presente relatério, os pesticidas em estudo sdo o glufosinato e o AMPA, que se
definem como pesticidas polares, pertencendo a classe de herbicidas. A sua elevada utilizacao
deve-se, ndo sO ao seu baixo custo, mas também a elevada eficacia na prevencéo e aniquilagao
de pragas comuns, o que contribui para o crescimento das culturas e a obtencdo de frutos
com caracteristicas desejaveis para o consumidor [5, 13, 14].

Porém, varios estudos referem a dificuldade em identificar estes residuos polares atra-
vés de métodos gerais para identificacdo de pesticidas, pois sdo pouco retidos nas colunas
cromatograficas comumente utilizadas, como as C18, devido as caracteristicas fisico-quimicas
destes analitos, como a fraca solubilidade em solventes organicos apolares [15]. Surge assim a
necessidade de desenvolver métodos singulares alternativos para a determinacdo destes com-

postos [16].



Posto isto, o objetivo desta dissertacao prende-se na implementacao e validagao de
um método analitico para a determinagdo do herbicida polar glufosinato e o residuo AMPA,
em amostras alimentares de frutos e vegetais, no laboratério da SGS, com auxilio da técnica
de Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia acoplada a Espetrometria de Massa em tandem
com ionizagdo por electrospray, UHPLC-MS/MS. A validagdo do método analitico tera como
base o estudo da gama de trabalho e linearidade da curva de calibragdo, dos limiares analiticos
e da precisdo e exatiddo do método.

Neste trabalho pretende-se também desenvolver o estudo de um método analitico que
determina estes residuos polares com a utilizagdo de uma coluna cromatografica que opera
no modo de cromatografia liquida de interacdo hidrofilica (HILIC), em alternativa a coluna de

carbono grafitico poroso Hypercarb.

1.2 SGS

A empresa SGS é lider mundial em inspecao, verificagdo, testes e certificacdo, fundada
a 12 de dezembro de 1878 [17]. Desde entdo tornou-se numa referéncia mundial em qualidade
e integridade [17]. Revolucionou o mercado de comércio de gréo nas docas de Rouen, Franca,
onde a qualidade e quantidade do grao era verificada e inspecionada na chegada ao porto, de
forma a representar o exportador e assim defender-lhe os seus direitos [18]. A curto prazo,
este servico de inspecao aumentou os lucros dos exportadores ao reduzir as perdas associadas
a viagem. O sucesso notavel deste servico fez com que a empresa se tenha tornado lider no
mercado de inspecao de grao em 1913, contando com 45 escritérios espalhados pela Europa
[171.

Um ano apos o inicio da Primeira Guerra Mundial, a SGS transferiu a sua sede de Paris
para Genebra na Suiga e, anos mais tarde, adotou o nome que por hoje ainda é reconhecida,
Société Générale de Surveillance [17]. A constante postura empreendedora da empresa per-
mitiu, durante o século XX, a diversificacdo dos seus servigos de inspecao para os mais variados
setores como industria, petroleo, gas, agricola e produtos quimicos [18]

Dentro do setor de agricultura e alimentagao, a SGS disponibiliza servigos de analise de
contaminantes em alimentos através das tecnologias mais avancadas. A analise a residuos de
pesticidas em frutas e legumes é uma das substancias restritas abrangidas pelos servicos de
teste de contaminantes [19]. Os laboratérios de analise responsaveis pela analise de residuos
de pesticidas atuam em conformidade com a ISO 17025 e a ISO 9001:2008 [19].



Os laboratérios da SGS dispdem das tecnologias de cromatografia liquida com espe-
trometria de massa em tandem (LC-MS/MS) e cromatografia em fase gasosa acoplada com
espetrometria de massa (GC-MS) para a identificagdo e quantificagdo de mais de 400 residuos
especificos [19] e distinguem-se no mercado pela qualidade e especificidade dos resultados.
Os métodos analiticos de ensaio utilizados pela SGS garantem que os alimentos analisados
cumprem os limites maximos de residuos (LMR) de acordo com os regulamentos mundiais
[20].

1.3 Glufosinato e AMPA

O glufosinato e o glifosato sdo herbicidas comumente utilizados em praticas agricolas
[11]. O acido aminometilfosfonico (AMPA) é o principal metabolito resultante da aplicacdo do
glifosato [21]. A utilizagdo destes herbicidas nas culturas agricolas, tem vindo a aumentar con-
sideravelmente devido ao desenvolvimento de plantas geneticamente alteradas, de forma a
resistirem aos efeitos destes analitos [11].

O glufosinato (Figura 1.1) é um herbicida ndo seletivo aplicado no periodo pos-emer-
géncia. Habitualmente é utilizado no controlo de gramineas e em varias espécies de erva da-
ninhas nos campos agricolas e industriais [22]. Na sua forma de sal amonio (glufosinato-amé-
nio), € um herbicida de amplo espetro soluvel em agua, ndo volatil e com um caracter de acido
fraco [23]. Ndo é recomendado que seja aplicado em pré-emergéncia devido a sua rapida

degradacao pelos microrganismos [24].
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Figura 1.1 - Representacdo da formula quimica do glufosinato e do sal glufosinato-aménio.

O glufosinato apresenta-se no mercado sob varias designacdes comerciais como: Basta
S, da Bayer CropScience [23], Harvest [25] ou Kaspar [26]. Estes produtos comerciais sdo com-
postos por uma mistura racémica entre o composto sintético D e o produto natural L-fosfino-
tricina, produzido por varias espécies da Streptomyces [15, 27]. Apenas o estereoisomero L da

fosfinotricina inibe a enzima glutamina sintase [28, 29].



A degradacao do glufosinato-aménio nos solos leva a formacao do acido N-acetil glu-
fosinato (NGA) e do acido 3-metilfosfinico-propidnico (MPP) [30], que por sua vez tende a
decompor-se em acido 2-metilfosfinico-acético (MPA), caso as condic¢bes climatéricas se pro-
porcionem [31].

O AMPA (Figura 1.2) é o primeiro produto de degradacdo do herbicida glifosato, fre-
quentemente encontrado nos solos e em aguas subterraneas [32]. Ao partilharem as mesmas
propriedades quimicas, o AMPA é também classificado como um composto com uma toxico-
logia importante de se estudar [33, 34].
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Figura 1.2 - Representagdo da féormula quimica do AMPA.

No solo, os microrganismos degradam o glifosato em condicdes aerdbias e anaerdbias
[35]. A principal via metabdlica no solo envolve a formacdo de CO2 e do acido aminometilfos-
fénico (AMPA) [35]. As bactérias presentes nos solos decompdem o glifosato em AMPA, como

demonstrado na Figura 1.3.
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Figura 1.3 - Biodegradacdo do glifosato em AMPA nos solos. Adaptado de [32, 36].

Nao é certo que o aparecimento do AMPA no meio ambiente derive apenas da degra-
dacao do glifosato. Outros estudos sugerem que pode surgir da degradacao de detergentes
que contém acidos fosféricos, etilenodiamina tetra (EDTMP) ou dietilenotriamina penta
(DTPMP) [37]. Contudo, o AMPA representa entre 13,3% e 50,1% do glifosato aplicado nas
culturas agricolas e também se degrada no solo, embora seja a um ritmo mais lento do que o

glifosato, tornando-se num residuo com alguma persisténcia no meio ambiente [35].



A determinacdo conjunta dos analitos mencionados anteriormente é uma tarefa desa-
fiante tendo em conta que se trata de compostos polares, altamente solUveis em agua e pouco

solUveis na maioria dos solventes organicos [15].

1.3.1 Propriedades fisico-quimicas

A solubilidade em agua, o cologaritmo da constante de acidez (pka), a pressao de va-
por, o coeficiente de particao octanol-agua (Kow), o coeficiente de adsor¢ao de carbono or-
ganico no solo (Koc) e o tempo de meia-vida sdo algumas caracteristicas fisico-quimicas que
permitem relacionar a eficacia com o comportamento dos herbicidas quando aplicados [38].

O Koc relaciona a afinidade do herbicida com o carbono organico, obtido através da
divisdo do indicador da afinidade do herbicida pelos coloides organicos e minerais do solo
pelo teor de carbono organico no solo [38]. O valor de Koc disponivel para cada composto é
um valor médio encontrada na literatura [38]. E possivel estabelecer uma correlagdo entre os
valores de Kow e Koc, pois quanto maior for a lipofilicidade do herbicida, maior € a adsorcao
do analito a fracao organica do solo, o que resulta em menores perdas por lixiviacao [38].

Na Tabela 1.1 apresentam-se as caracteristicas fisico-quimicas que interferem na acao

do glufosinato e do AMPA.
Tabela 1.1 - Propriedades fisico-quimicas dos pesticidas [38-40]

Glufosinato AMPA

Férmula molecular CsH12NO4P CHsNOsP
N° CAS 51276-47-2 1066-51-9
Massa Molar (g/mol) 181,13 111,04
Solubilidade a 20°C (g/L) 46,3 [41] 56 [35]
Cologaritmo da constante de pkal = <2; pka2 = 2,9; pkal= 1,8; pka2=54;
acidez, pka pka3= 9,8 [41] pka3= 10 [34]
Coeficiente de partigao octanol-
, -4,0 -2,76 [42]
agua, log Kow
Coeficiente de partigdo carbono

o 755 2 002
organico-agua, Koc (ml/g)
Ponto de fusdo (°C) 230 [26] 338 [26]
Pressdo de vapor (mPa) 1072 10°°
Tempo de meia vida 7 a 20 dias 76 a 240 dias [43]



O glufosinato é um acido fosfinico pertencente a familia dos compostos organofosfo-
rados [44]. E um herbicida hidrofilico com log Kow de -4 e, por isso, requer a adicdo de um
adjuvante para facilitar a absor¢do do produto [45]. Define-se como um composto nao volatil,
com uma pressao de vapor inferior a 1 mPa, contando com diferentes valores para a constante
de ionizagdo devido aos grupos amina e hidroxilo presentes na sua estrutura [41].

De acordo com o valor do Ko, 0 glufosinato demonstra alguma adsor¢do aos coloides
do solo, porém apresenta um potencial de lixiviagdo no solo baixo devido a rapida e intensa
biodegradagdo no solo. Como ja foi referido, este € um herbicida de contacto que nao sofre
translocacdo nas plantas, pelo que é necessario haver uma boa distribuicdo do produto nas
folhas, de forma a atingir a eficacia esperada [38].

O tempo de meia-vida do glufosinato em condi¢cdes normais é de uma semana, po-
dendo atingir os 20 dias em dias secos e frios, que dificulta a degradacdo por parte dos mi-
crorganismos [45]. O glufosinato é considerado como um herbicida ndo persistente na natu-
reza, contudo os metabolitos que advém da sua degradagdo poderao persistir no meio ambi-
ente [31].

O AMPA é também um analito polar ndo volatil, com um baixo peso molecular. Este é
facilmente ionizavel apresentando trés valores de pka [34]. Para certas propriedades fisicas,
como pressao de vapor e solubilidade, ndo ha concordancia entre os valores da literatura, pelo
que se considera que estes sejam semelhantes aos do glifosato. Tanto o glifosato como o
AMPA possuem um valor de Koc elevado, ou seja, sao herbicidas que possuem uma elevada
afinidade com os coloides organicos e minerais do solo, o que lhes permite ter também um

potencial de lixiviagdo no solo minimo [38].

Estima-se que o glifosato apresente um tempo de meia vida entre 5 e 21 dias [36].
Estudos afirmam que o AMPA é mais persistente que o glifosato no meio ambiente, como um
tempo de meia-vida que podera variar entre os 76 e 240 dias [43, 46]. Ora, este é considera-
velmente maior que o do glifosato, o que acresce a preocupacao ambiental em relagdo a este

analito.

1.3.2 Mecanismo de acao

Em relacdo ao mecanismo de a¢do do herbicida, de acordo com o artigo Bioactivity of
herbicides [27], o glufosinato e o glifosato integram o grupo de herbicidas com fungdo de

inibir ou a formacao de modulos bioldgicos (como agucares, aminoacidos e acidos gordos) ou



a sua juncao, para a formagéo de biopolimeros [27]. Mais especificamente, os herbicidas em
questdo interferem na sintese dos aminoacidos [27].

O glufosinato inibe, irreversivelmente, a enzima glutamina sintase, responsavel pela
producao de glutamina [27]. A enzima encontra-se nos cloroplastos e catalisa a primeira reagdo
de incorporagdo da aménia nas células vegetais, através da redugdo dos nitratos [38]. Ou seja,
a inatividade da enzima promove a intoxicacao das células por acumulacdo de amdnia nos
cloroplastos, inibindo a fotorrespiragdo e os processos fotossintéticos, o que resulta no emur-
checimento e clorose das folhas e consequente morte das ervas daninhas, apds 1 a 2 semanas
do tratamento [28, 44]. Em relacdo aos mamiferos, estes possuem outros sistemas metabdlicos
que conseguem compensar os efeitos causados pela inatividade da enzima glutamina sintase
[28].

No relatério efetuado em 2012 pela Autoridade Europeia para a Seguranca Alimentar
(EFSA), com o objetivo de rever a avaliagdo do risco associado a substancia ativa do glufosinato,
foram analisadas duas formulas concentradas “Basta 14 SL” e "Basta 18 SL", que contém 150g/L
e 200g/L de glufosinato, respetivamente [23].

No relatério em questao é referido que para uma aplicagdo responsavel e consciente,
este deve ser aplicado diretamente no solo por pulverizagdo, de forma a controlar as ervas
daninha, em condicdes ao ar livre [23]. A taxa de aplicacdo recomendada para a maioria das
colheitas é de até 1,5 kg de substancia ativa por hectare, no maximo duas aplicacdes ao ano,
com um intervalo minimo de 30 dias entre aplicagdes [23]. De forma a agir de acordo com as
boas praticas agricolas (GAP), deve-se consultar as tabelas com a informagdo em relacao as
doses por hectare antes de se iniciar o tratamento, pois pode variar entre culturas [44].

Como ja foi referido, o glufosinato é um herbicida ndo-seletivo, pelo que deve-se ter o
cuidado de pulverizar apenas as folhas das plantas infestantes, sem atingir as folhas da cultura
[38]. Apds a aplicagdo, a absorgao pelas folhas requer até seis horas sem chuva [45].

O glifosato inibe a enzima 5-enolpiruvilshiquimato-3-fosfato sintase (EPSP sintase) ne-
cessaria para a via do shikimato (via do acido chiquimico), que corresponde a uma via meta-
bolica responsavel pela biossintese dos trés aminoacidos aromaticos: fenilalanina, tirosina e
triptofano [27, 28]. Esta via metabdlica ndo ocorre no sistema dos mamiferos, o que promove
a seletividade deste composto [28].

Os estudos sobre o impacto do AMPA na salde e no meio ambiente ainda sao limita-
dos, pois este composto ndo faz parte das solu¢des de pulverizacao, visto que a sua presenca

depende da degradacgao por parte dos microrganismos.



No estudo elaborado por Araujo et a/, afirmam que a aplicacdo dos herbicidas durante
varios anos, leva a mais rapida degradacdo quando em comparacao com a primeira aplicacao
do fitofarmacéutico [47]. Isto deve-se ao facto de os microrganismos presentes no solo terem
sofrido um desenvolvimento e estarem mais adaptados ao processo de biodegradacdo. Ora,
este comportamento progressivo podera traduzir-se num aumento da presenca do AMPA no

meio ambiente.

1.3.3 Toxicidade e Limites Maximos de Residuos

Apesar de os herbicidas glifosato e glufosinato serem considerados como relativa-
mente seguros para os seres humanos e animais, existe um grande debate na comunidade
cientifica acerca da suspeita de terem efeitos prejudiciais na saude [11].

Existem estudos sobre a toxicidade destes analitos, que concluem que o glifosato é
toxico para o sistema nervoso, sistema hematopoiético, sistema enddcrino e para o sistema
reprodutor [11]. Desde 2015, a Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancro (IARC) integrou
este pesticida no grupo 2A de classificacao: " probably carcinogenic to humans” [48]. Ora, isto
criou uma grande preocupacao na sociedade que gerou controvérsia entre as autoridades re-
guladores, com a EFSA a discordar desta nova avaliagao [49].

Quanto ao metabolito AMPA, ainda ndo foram realizados estudos suficientes sobre o
seu efeito na saude, porém alguns indicam que podera ter efeitos genotoxicos nas células dos
seres humanos e animais, como a criacdo de danos no ADN, aberra¢des cromossomicas, stress
oxidativo, entre outros [49]. Estudos de toxicidade in vitro revelaram que o AMPA afeta os
glébulos vermelhos nos seres humanos [32]. No trabalho realizado por Roustan et a/, concluem
que o AMPA possui um maior efeito toxico para as células (citotdxico) do que o glifosato [50].

Embora ndo haja provas concretas que sugiram efeitos nocivos do glufosinato nos se-
res humanos, alguns estudos confirmam que este pode ter efeitos nocivos em animais por
intoxicacdo aguda e pode apresentar efeitos toxicos no figado e sistema reprodutor [11]. Os
impactos da exposicao dos seres humanos a estes residuos, através da cadeia de alimentagao,
ainda sao desconhecidos [11].

A aplicacao de fitofarmacéuticos para protecdo das culturas pode resultar na presenga
de residuos nos produtos agricolas. Esta concentracdo, quando existente deve ser aceitavel e
nao deve ter impacto na saude dos seres humanos [5]. A EFSA é a entidade responsavel por
avaliar este risco para os consumidores, estabelecendo assim os limites maximos de residuos

(LMR) [12, 51]. De forma a cumprir o valor que foi considerado aceitavel, o agricultor deve



cumprir as doses de utilizagdo, o nimero e o intervalo entre aplicacdes descritas no rotulo do
fitofarmaceutico a aplicar [12].

Na Tabela 1.2 encontram-se os limites maximos de residuos em frutos e legumes, com
base nos regulamentos da Comissdo Europeia 441/2012 e 845/2015 e no relatério da EFSA
sobre os analitos em estudo [52-54].

O Regulamento de Execucao 585/2020 da Comissdo Europeia refere que: “Quando a
definicdo dos residuos de um pesticida incluir mais de um composto (substancia ativa e/ou
metabolito ou produtos de degradagdo ou de reagado), os Estados-Membros devem apresentar
os resultados das analises em conformidade com a definicdo completa dos residuos. (...)" [55].
Ou seja, para este estudo deve-se ter em consideracdo que os LMR existentes na UE estabele-
cidos para o glufosinato englobam a soma do glufosinato e os seus sais, acido 3-metilfosfinico-
propidnico (MPP) e o acido N-acetil glufosinato (NGA). O mesmo acontece para os LMR do
glifosato, que estdo estabelecidos para a soma do glifosato, AMPA e N-acetil glifosato em

todos os produtos vegetais [44, 54].

Tabela 1.2 - Limites Maximos de Residuos em produtos alimentares, nomeadamente Frutos e Legumes, de acordo

com [52-54]
LMR (mg/kg) AMPA Glufosinato
Mirtilo, Morango e 0 0.5
Frutos Limao
Laranja 0,5 0,1
Pimento 0,1 0,1
Batata 0,5 0,3
Legumes Espinafres 0,1 0,5
Espargos 0,1 04
Milho doce 3 0,1
Outros 0,1 0,1

Para os produtos alimentares que ndo tenham sido fixados o teor maximo de residuos
de pesticidas, assume-se por defeito 0,01 mg/kg, conforme estipulado pelo regulamento da
Comissao Europeia 815/2015 [52]. Com o aumento da utilizagdo destes herbicidas, que com-
pdem um risco para a saude e o ambiente, surge a necessidade de desenvolver métodos via-

veis para identificar estes residuos e a assegurar que os LMR's sdo cumpridos [5].
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ESTADO DE ARTE

2.1 Método de Extracao

A analise de residuos de pesticidas através de métodos analiticos surge da necessidade
de controlar a presenca destes compostos em alimentos, aguas superficiais e solos [56]. A
monotorizacdo de residuos de pesticidas em alimentos é essencial para garantir o cumpri-
mento dos LMR's, promovendo a segurancga alimentar [1].

Nos ultimos anos tem-se vindo a observar uma preocupacao generalizada, nomeada-
mente pelas organizagdes responsaveis pela seguranca alimentar como a EFSA, em diminuir
os LMR para concentra¢des minimas, atingindo o nivel do ppb [56, 57]. Ora, isto representa
um desafio para os laboratérios responsaveis pela detecao, quantificacao e identificacao de
centenas de diferentes pesticidas em varios tipos de matrizes [57].

Atualmente, os residuos polares encontram-se presentes numa variedade de matrizes
€, por isso, varios autores tem vindo a desenvolver métodos capazes de determinar a presenga
destes residuos polares em aguas de superficie [58], no solo [49] e em alimentos [16, 59].

Como ja foi referido no subcapitulo anterior, estes compostos apresentam diferentes
propriedades, como alta polaridade e baixa volatilidade, e tem de ser determinados em matri-
zes com diferentes composicoes, que poderdo interferir na analise [60]. Todas estas caracte-
risticas, tanto dos analitos como das matrizes, aumentam a necessidade de desenvolver méto-
dos de andlise avancados e altamente seletivos [56].

Os métodos para analise de residuos de pesticidas envolvem trés etapas: extracao do
composto de interesse da matriz, determinagao dos analitos (separacao, detecao, identificagdo
e quantificacdo) e, por fim, tratamento dos dados e comunicagdo dos resultados [57], como

sugerido na Figura 2.1. A maioria dos métodos encontrados na literatura baseiam-se em
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extragdes genéricas seguidas de analise por cromatografia gasosa e/ou cromatografia liquida

acoplada a espectrometria de massa [61].

Extragdo e limpeza da amostra Analise por LC-MS/MS

. ]
| —

Analise por GC-MS/MS Tratamento de dados

Figura 2.1 - Representacdo esquematica de um método analitico genérico. Adaptado de:[57]

A etapa inicial do processo de extracdo é a preparagdao da amostra. O regulamento
n°752/2014 estabelece o procedimento de como sdo pesados e triturados os frutos e legumes
para o teste dos pesticidas em métodos acreditados [62]. Ao diminuir o tamanho das particulas
promove-se a homogeneidade da amostra e aumenta-se a acessibilidade ao residuo de inte-
resse, sendo que este apresenta um tamanho minimo [63]. De seguida, as amostras alimentares
devem ser armazenadas no frio de forma atrasar a degradagdo dos analitos.

O principal objetivo da etapa de extragdo ¢ isolar os compostos de interesse das suas
matrizes complexas, utilizando um método de extracdo apropriado [63]. Os pesticidas presen-
tes em amostras liquidas, sdo normalmente extraidos utilizando as técnicas de extragdo em
fase sélida (SPE) ou microextracdo em fase solida (SPME) [58].

Para matrizes sélidas, a técnica mais utilizada é a extracdo com um solvente, nomeada-
mente acetona, metanol, acetato de etilo ou acetonitrilo [56]. Apos a adicao do solvente, a

mistura é sujeita a um processo, como agitagao, de forma a induzir a migracao dos analitos da
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matriz para a solucdo extrativa [63]. Atualmente, j& existem técnicas avancadas que promovem
a eficiéncia da extragdo como extracao acelerada por solvente (accelerated solvent extraction,
ASE) ou extracdo com solvente assistida por microondas (microwave assisted solvent extrac-
tion, MASE), entre outras [56].

Nao existe um método universal para determinar todos os herbicidas nas varias matri-
zes existentes. A abordagem que mais se assemelha a um método universal é a aplicacao de
métodos de multi-residuos que chegam a incluir algumas centenas de compostos, como por
exemplo o método QUEChERS [56, 64].

O método de multi-residuos QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and
Safe) surge em 2003 e define-se como um método simples, rapido e econdmico para a deter-
minacdo de residuos de pesticidas em frutas e vegetais [64]. O procedimento envolve uma
extracao liquido-liquido com acetonitrilo e, como etapa de limpeza, utiliza a técnica de extra-
cao em fase solida dispersiva (d-SPE), com a utilizagcdo de sulfato de magnésio (MgSQO,) e de
primary secondary amine (PSA) como absorventes. O d-SPE com PSA remove os componentes
polares da matriz, como acidos organicos, alguns pigmentos e aclcares. GC-MS/MS e LC-
MS/MS sdo os equipamentos indicados pelo método para quantificacao e identificacdo dos
pesticidas [64]. Segundo os autores do método QUEChERS, através deste obtém-se, em média,
percentagens de recuperacao superiores a 95% [64].

Através do método QUEChERS ndo é possivel determinar a existéncia dos pesticidas
polares, pois normalmente estes decompdem-se ou perdem-se durante a extragao e apresen-
tam uma retencao pouco eficaz nas colunas de HPLC em fase reversa devido as suas proprie-
dades. Por isso, estes residuos polares tem sido alvo de investigacao por parte da comunidade
cientifica, de forma a desenvolver um método que utiliza diferentes fases estacionarias para
analisar compostos polares [65].

Surge assim o método QuPPe (Quick Polar Pesticides Method) que utiliza diferentes
mecanismos de separacdo, de forma a determinar estes pesticidas em alimentos de origem
vegetal [16]. Este método determina os residuos polares AMPA e glufosinato numa vasta vari-
edade de amostras de frutos e legumes, cereais, leguminosas secas, sementes oleaginosas,
frutos secos e mel [16]

O método QuPPe (Figura 2.2) foi desenvolvido pelo Laboratério de Referéncia da Unido
Europeia para a determinacdo de pesticidas que necessitam de um Método de Residuo Unico
(EURL-SRM). Este define-se como um método rapido para a analise de pesticidas polares em

alimentos de origem vegetal, envolvendo extracdo com metanol acidificado e medi¢do em LC-
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MS/MS, com o auxilio de uma coluna de carbono grafitico poroso, a Hypercarb desenvolvida

pela empresa Thermo Scientific [16].

:> |:> o =D = @ @EU

Pesar 10 g Adicionar 10 mL Centrifugar durante 10 Filtrar o Analise por
de amostra de solvente min a 5000 rpm sobrenadante LC-MS/MS

Figura 2.2 - Representacdo esquematica das etapas do método QuPPe original. Adaptado de: [16].

Devido a simplicidade do método pela falta de uma etapa de limpeza observam-se
efeitos matriz significativos. [16]

Ao longo dos ultimos anos, tem-se vindo a estudar alteracdes ao método QuPPe, de
forma a torna-lo mais eficiente. Uma das alternativas apresentada no estudo de Chiarello et a/,
é a extracdo destes herbicidas polares com agua acidificada em matrizes de 6leos alimentares.
Esta é uma opgdo mais sustentavel por ndo necessitar de solventes organicos [60]. Esta adap-
tacdo do método foi validada para um LOQ de 0,005 mg/kg para o AMPA e 0,01 mg/kg para
o glufosinato [60]. Segundo o artigo em questdo, obtiveram-se taxas de recuperagdes entre
81,4% e 119,4% [60].

Outros trabalhos apresentam como alternativa para a determinagdo destes residuos
polares, a derivatizagdo ou a cromatografia por permuta idnica [66, 67]. Ora, estas abordagens
apresentam um problema de compatibilidade com a detecao por ESI-MS, devido a presenca
de sais e compostos ndo volateis [68].

A reacdo de derivatizagdo dos analitos de interesse é necessaria em alguns casos, de
forma a aumentar a detecdo dos compostos, facilitando a sua determinacao por cromatografia
[15, 56]. A etapa de derivatizagdo acresce duragdo e complexidade a analise, € limitada na
aplicacdo nos métodos de multi-residuos [68], diminui a reprodutibilidade [15] e podera ser
uma fonte de erros analiticos [56].

A grande parte dos procedimentos descritos na literatura cientifica para a determina-
cao de AMPA e glufosinato por derivatizagdo utilizam o FMOC-CI (cloroformiato de 9-fluore-
nilmetila) como reagente de derivatizacao [15, 56].

Os trabalhos desenvolvidos por Han et a/ e Zhang et a/ estudam a possibilidade de
determinar a presenca de glufosinato em matrizes alimentares, através da derivatizagdo dos
compostos com o reagente FMOC-CI [11, 69]. Os estudos obtém bons resultados na validacao

do método para a determinacdo do glufosinato, obtendo um LOQ entre 0,005 mg/kg e 0,01
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mg/kg e recuperagdes entre 80% a 108% para o primeiro artigo, e recuperacoes entre 90,3% e
95,4% para o artigo de Zhang et a/[11, 69]. Porém, ambos os autores referem, que para matrizes
alimentares complexas, existe uma forte possibilidade de haver contaminagédo da coluna cau-
sada pelos subprodutos da derivatizacdo e pelas interferéncias das matrizes [11, 69].

No estudo desenvolvido por Jasons et a/, sugere-se a determinagao destes analitos com
um diferente reagente, cloreto de dansil (cloreto de 5-naftaleno-1-sulfonil) em matrizes de
pepino e mel, de forma a tentar resolver os problemas observados na utilizacdo do agente
FMOC-CI [68]. O artigo reporta um LOQ de 0,01 mg/kg para o AMPA e glufosinato nas matrizes
estudadas, e conclui que os principais subprodutos da derivatizacdo sdo eluidos na coluna
antes dos analitos de interesse, pelo que ndo interferem com a analise no espetrémetro de
massa [68].

Como referido anteriormente, a inexisténcia de uma etapa de limpeza no método ana-
litico, apesar de diminuir o seu custo, promove o efeito matriz, onde os compostos presentes
na matriz interferem na analise.

Posto isto, varios trabalhos tém vindo a estudar a hipdtese de acrescentar uma etapa
de limpeza ao método QuPPe, que ndo remova os seus analitos de interesse [21, 70]. Na Tabela
2.1 encontram-se resumidas algumas técnicas de limpeza, que varios autores mencionam na
analise de residuos do AMPA e glufosinato em matrizes alimentares. As técnicas que se desta-
cam pela relagdo otima entre facilidade de manuseamento e resultados sdo os MIPs, os cartu-
chos HLB e o d-SPE de quitosano.

Ja existem estudos que utilizam os Molecularly imprinted polymers para determinacao
do glifosato e AMPA em aguas naturais [71]. A aplicacdo dos MIPs na determinagao dos resi-
duos de pesticidas representa um avanco tecnoldgico devido ao aumento da seletividade em
relagdo a outros métodos [72]. Devido a elevada seletividade destes enchimentos, é possivel
atingir limites de detecao mais baixos, reduzindo também os efeitos matriz [73].

Os Dispersive Solid phase extraction (d-SPE) sdo uma alternativa relativamente aos car-
tuchos convencionais SPE. Os tipos de absorventes comumente utilizados na determinagado de
residuos polares sao: C18 (octadecil), GCB (Graphitic carbon black), Florisil, quitosano e grafeno
[21]. A grande vantagem dos d-SPE é a versatilidade do método visto que é possivel utilizar
diferentes quantidades e/ou misturar varios absorventes. E uma técnica simples e eficiente que
facilita a extracdo e contribui para a remocao de componentes da matriz que podem interferir
com a analise [74, 75].

O autor Piotr Kaczynski desenvolveu um estudo pormenorizado onde compara a utili-

zagdo de varios absorventes em matrizes de frutos e legumes, para a determinacao de residuos
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de herbicidas polares [21]. O artigo em questdo obtém uma taxa de recuperacdo entre 64 e
97%, com um CV inferior a 20% para todos os produtos estudados [21]. Observam-se ainda
efeitos matriz desprezaveis quando se utiliza o quitosano para os extratos de trigo, batata e
ervilhas, sendo os valores do efeito matriz registados de -15%, -6% e -4%, respetivamente [21].

Nos trabalhos de Arias et a/e Cabrera et a/foram estudados os efeitos de varios absor-
ventes, que poderdo incorporar a rotina de extragdo do QUEChERS [74, 75]. Ambos os artigos
referem que o quitosano remove de forma eficiente os componentes da matriz que podem

interferir com a ionizacao do analito na etapa da espetrometria de massa [74, 75].

No entanto, estas técnicas de limpeza aumentam o tempo e o custo da andlise e podem
introduzir erros associados a manipulagdo das amostras. Uma solucdo apontada pelos autores
do método QuPPe para reduzir o efeito matriz é a diluicdo do extrato, 5 a 10 vezes antes da
injecdo no equipamento [16]. Esta tem sido uma abordagem que tem vindo a ser comumente

utilizada na andlise de residuos de pesticidas em frutos e legumes [56].

Segundo o estudo realizado por Ferrer et a/, a diluicdo do extrato é um método facil e
eficiente para reduzir os componentes que interferem com a analise e assim minimizar os efei-
tos matriz [76]. De forma a confirmar se a diluicdo do extrato influencia a forma do pico cro-
matografico, no trabalho elaborado por Adams et a/ compara-se o pico do glufosinato sem
diluicdo com o obtido apds uma diluicao de 10 vezes em agua. A Ultima abordagem resultou
numa forma de pico com menos distorcao [77].

Em suma, com a abordagem de diluir o extrato antes da injecdo, é possivel reduzir os
efeitos adversos na quantificacdo dos herbicidas polares, sendo esta uma forma simples e ra-
pida de melhorar os resultados analiticos [57]. Ora, isto deve-se também ao avanco tecnolo-
gico dos instrumentos de detegdo e quantificacdo, que ao serem mais sensiveis e seletivos,

tornam possivel a simplificacdo das etapas de extracdo [56].

2.2 LC-MS/MS

O aparecimento de novas substancias ativas no mercado, o aumento da complexidade
na definicdo de residuos, incluindo os metabolitos e compostos com uma composi¢ao quimica
semelhante aos pesticidas, e a consequente aplicacdo de regulamentacao mais restritiva pro-

move o desenvolvimento de métodos analiticos mais avancados [56].
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Técnica

SPE- MIPS

SPE —Oasis
HLB

d-SPE -
quitosano

d-SPE -
MWCNT

Tabela 2.1 - Breve descricdo sobre 4 técnicas de limpeza utilizadas na extragdo de AMPA e glufosinato, comparando os resultados obtidos.

Breve descricao

Os Molecularly imprinted polymers (MIPs) consistem num polimero que
apresenta uma seletividade pré-determinada para um Unico analito ou
grupo de analitos relacionados estruturalmente, produzidos a partir da
tecnologia de impressdao molecular [72]. Estes polimeros sdo sintetizados
com cavidades desenhadas especificamente para certas moléculas, visto
que apenas retém a molécula de interesse ou compostos com estrutura
semelhante. Estas cavidades sdo formadas através da utilizacdo de uma
molécula modelo que garante a sua seletividade [73].

E um absorvente universal para compostos acidos, neutros e basicos. O
Oasis HLB é absorvente hidrofilico-lipofilico-balanceado, molhavel pela
agua, de fase inversa. E feito a partir de dois monémeros, a N-vinilpirro-
lidona hidrofilica e o divinilbenzeno lipofilico [33]. Os cartuchos da Oasis
HLB contém um polimero universal de fase reversa como absorvente, que
foi desenvolvido para a extracdo de uma vasta gama de compostos &ci-
dos, basicos e neutros de varias matrizes [70].

O quitosano consiste num polimero hidréfilo e biodegradavel, produzido
através de fontes naturais renovaveis, cujas propriedades tém sido alvo
de estudo em aplicagdes industriais e tecnoldgicas desde ha varios anos
[21]. A adicdo do método de limpeza com o d-spe de quitosano provou
ser uma boa opg¢do pois para além de obter resultados satisfatorios, é
mais barato do que outras opgdes [75].

Os Multi walled carbon tubes (MWCNT) consistem num nano material
que tem sido utilizado durante as extracdes de pesticidas presentes em
matrizes complexas [11]. Recentemente, varios artigos apontam para a
sua eficiéncia enquanto material com a fungdo de absorver as substancias
que interferem nas andlises de residuos em matrizes de frutos e vegetais.
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Caracteristicas de Utilizagdo

Na Affinisep existe um cartucho de SPE com
MIPs especificos para o glifosato, AMPA e glu-
fosinato para um volume de 3ml, 6 ml e 12 ml.
Estes estdo referenciados como: AFFINIMIP®
SPE Glyphosate cartridge [78].

E necessario condicionar os cartuchos de
acordo com o guia de utilizacdo especifico [78].

Estes cartuchos do tipo seringa foram desenha-
dos para serem utilizados em coletores de va-
cuo e instrumentos SPE automatizados e per-
tencem a marca Oasis [33].

Os d-SPE sdo uma alternativa relativamente aos
cartuchos convencionais SPE. Na técnica de d-
spe, o absorvente é despejado na amostra(dis-
persivo)[21]. A grande vantagem dos d-SPE é a
versatilidade do método visto que é possivel
utilizar diferentes quantidades e/ou misturar
varios absorventes [74, 75].

Os MWCNTSs sdo utilizados como etapa de lim-
peza antes da derivatizacdo dos analitos polares
[11, 69].

Resultados

Recuperacbes:
Maca: 86%-96%
Mel: 89%-104%

Cereais: 93% - 101%
Cha Preto: 81% -103%
Canabis: 70% - 81%

Referéncia: [78]

Recuperacbes:
Milho: 20% - 98%
Soja: 72% - 100%

Cereais: 105% - 118%

Efeito Matriz:
Milho: -70% a -8%
Soja: -83% a 26%
Referéncia: [33, 70]

Recuperacao:
Cebola: 74% - 93%

Batata: 80% - 81%
Ervilha: 83% - 88%
Efeito Matriz:

Cebola: -22% a -12%

Batata: -6% a 2%
Ervilha: -6% a -4%
Referéncia:[21]

Recup: 92% - 102%
Efeito Matriz: 0 a 43%

LOQ: 0,001 a
mg/kg

Referéncia: [11, 69]

0,002



Cromatografia gasosa (GC), cromatografia gasosa acoplada a espetrometria de massa
(GC-MS), cromatografia liquida de elevada eficiéncia (HPLC) e cromatografia liquida acoplada
a espetrometria de massa (LC-MS) séo as técnicas mais utilizadas nos métodos analiticos para
a determinacdo e quantificacdo de pesticidas e residuos em alimentos [1].

Como referido no subcapitulo 1.3, o AMPA e o glufosinato sdo herbicidas polares an-
féteros, ndo volateis com baixo peso molecular, sollUveis em agua e ndo possuem um grupo
cromoforo, o que torna a detegdo por UV ou fluorescéncia dificil [33, 34]. Apesar do GC-MS
ser uma ferramenta analitica de elevada eficiéncia, esta é limitada apenas a analise de com-
postos volateis e semivolateis com baixa polaridade, logo nao é a ferramenta indicada para a
identificacdo dos herbicidas em estudo [79, 80].

O AMPA e o glufosinato sdo analitos polares facilmente ionizaveis, pelo que possuem
as propriedades fisico-quimicas indicadas para a analise por espetrometria de massa em tan-
dem com ionizacao por electrospray [34]. Varios trabalhos desenvolvidos por autores, como
Piotr Kaczynski, Ozgur Golge e Victor Cutillas, recomendam a utilizagdo desta técnica associada
a cromatografia liquida para determinacdao do AMPA e glufosinato em frutos e vegetais [14,
21, 65]. Esta é também recomendada pelo método QuPPe, como uma das ferramentas analiti-
cas indicada para a identificacao e quantificacao de pesticidas polares [16].

O sistema de cromatografia liquida acoplada a espetrometria de massa em tandem
(LC-MS/MS) é uma ferramenta analitica ideal para o desenvolvimento de métodos em labora-
toério [81]. Este sistema é capaz de fragmentar o ido percursor, sesgmentando-o em ides mais
pequenos para identificacao e quantificagdo através do seu peso molecular. O fragmento é
identificado por comparacdo com os padrdes de fragmentagdo que se encontram nas biblio-
teca dos laboratorios [81].

O LC-MS/MS caracteriza-se por uma elevada seletividade em comparagao com a cro-
matografia “tradicional” ao determinar a razdo massa/carga dos ides, sendo que os métodos
analiticos que dependem desta ferramenta destacam-se pela sua complexidade [82]. Em varias
analises, o composto de interesse faz parte de uma matriz complexa, onde o papel da croma-
tografia é separar os componentes da mistura, para permitir a identificagdo sem interferentes
[83]. Os espetros de massa obtidos pelo MS sdo bastante especificos, o que permite a identi-
ficacdo do composto com um elevado grau de confianca [83].

A combinagdo entre a capacidade de separacdo da cromatografia, para facilitar a intro-
ducdo de amostras mais “puras” no espetrometro de massa, e a especificidade dos espetros
de massa, permite a identificacdo dos compostos de interesse, mesmo quando aplicado a ma-

trizes mais complexas [81]. Na Figura 2.3 encontra-se uma fotografia do equipamento LC-
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MS/MS disponivel no laboratério da SGS, onde é possivel observar os varios constituintes do

sistema.

Figura 2.3 - Equipamento LC-MS/MS disponivel no laboratério da SGS Portugal

Em suma, o LC-MS/MS tornou-se numa ferramenta importante para a analise de resi-
duos de pesticidas numa variedade de matrizes complexas, devido a sua elevada sensibilidade
e seletividade, a redugdo substancial das etapas de tratamento das amostras em comparagao
com outras metodologias, e pela sua quantificacdo e confirmacao fiavel mesmo para niveis de

concentragao baixas [80, 84].

2.2.1 Cromatografia Liquida

2.2.1.1 Principios tedricos da cromatografia

A cromatografia € um método fisico de separagdo, geralmente composto por duas fa-
ses: a fase movel e a fase estacionaria [85].

Em separacdes por cromatografia, a amostra encontra-se dissolvida na fase movel, que
podera ser um gas, um liquido ou um fluido supercritico [86]. A fase movel é entdo forcada a
atravessar a fase estacionaria, que podera estar numa superficie sélida ou numa coluna, como
é o caso deste trabalho. Ambas as fases sao escolhidas de forma que os compostos se distri-
buam entre as fases movel e estacionaria, de acordo com a sua afinidade [86]. Os dois com-
postos distribuem-se entre a fase movel e a estacionaria enquanto a fase mével é continua-

mente adicionada, até que ambos os compostos sejam eluidos da coluna [86].

A separacao ocorre porque os analitos criam diferentes interagdes com as fases [87].
Ou seja, os analitos que sdo fortemente retidos pela fase estacionaria, movem-se lentamente

ao longo da coluna. Em contraste, os analitos com menos ou nenhuma interagéo pela fase
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estacionaria, deslocam-se mais rapidamente pela coluna. Face a esta diferenca de velocidades

ao longo da coluna, os componentes separam-se e sao eluidos em tempos diferentes [86, 88].

A Figura 2.4 demostra como acontece a separacdo de uma mistura formada por dois
componentes. No momento a), a amostra é introduzida no topo da coluna. Enquanto a fase
movel atravessa a coluna, a amostra comeca a separar-se e forma duas bandas (b), ¢) e d)). Por
fim, na etapa e) e f) recolhe-se cada soluto individualmente assim que vao sendo eluidos pela

coluna [88].

Figura 2.4 — Representacdo esquematica da separagdo de dois componentes numa mistura por cromatografia.

Adaptado de: [88].

E possivel acompanhar o progresso da separacdo recolhendo amostras (que vao elu-
indo da coluna) ou colocando um detetor no final da coluna. Na Figura 2.5 observa-se a evo-
lugdo dos picos, que deixam de estar sobrepostos, a medida que a amostra percorre a coluna
(b) e ¢)). Se a afinidade dos analitos entre as fases for significativamente diferente, entédo é

possivel separar os solutos em bandas individuais (d)) [88].

Concentracdo do soluto

y

7

| ——

9]
\ /1 /4 /\ /\
7/ 7/

Distancia ao longo da coluna

Figura 2.5 - Representacdo grafica que exemplifica a concentracdo de cada analito a medida que vao

atravessando a coluna. Adaptado de: [88]
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O cromatograma relaciona a resposta do detetor com o tempo de eluicdo dos com-
postos [88]. Este é essencial tanto para a analise qualitativa como quantitativa, visto que a
posicao dos picos em relagdo ao eixo do tempo, pode identificar os componentes da amostra,
e as areas dos picos fornecem uma medida quantitativa para calcular a quantidade de cada
analito [86] .

A técnica da cromatografia funciona ao permitir que as moléculas presentes na mistura
se distribuam entre uma fase estacionaria e uma fase mével [85]. A constante de equilibrio, K,
relaciona a distribuicdo da espécie entre as duas fases, pelo que se denomina de constante de
distribuicao [86]:

K. =< 2.1

Onde, ¢, € a concentracao do analito na fase estacionaria e c,, é a concentracdo do

analito na fase movel.

Apesar da constante de distribuicdo ser fundamental para as separa¢des por cromato-
grafia, ndo é um parametro facilmente medido. Por isso, pode-se utilizar como medida o
tempo de retencao, que se relaciona com o K, [88].

Existem varios parametros que caracterizam a performance cromatogréfica, como: o
tempo de retencdo, o fator de retencgao, o fator de seletividade e a resolucao [86, 88].

O tempo de retencao, t,, € o tempo entre a injecdo da amostra e o aparecimento do
pico do soluto no detetor, como se observa na Figura 2.6 [88]. Este expressa-se de acordo com

a equacgao 2.2
t, =ty + ts (2.2)

Onde, t,, corresponde ao tempo morto ou vazio e o tg corresponde ao tempo que o

analito passa pela fase estacionaria.

Na Figura 2.6, o pico mais pequeno a esquerda é para as espécies nao retidas pela
coluna. Por vezes, a amostra ou a fase mével contém analitos que néo retém, e estes movem-
se pela coluna a mesma velocidade que a fase movel. O tempo que demora a eluir os solutos
nao retidos denomina-se de tempo morto ou vazio, t,, [86]. A largura da linha de base do pico
cromatografico, w, determina-se através da extensdo de linhas tangentes do ponto de inflexdo

a ambos os lados do pico na linha de base, como demonstrado na Figura 2.6 [86, 88].
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Figura 2.6 - Exemplo de um cromatograma onde se observa o tempo de retenc¢do, a largura da linha de base e o

tempo morto para solutos ndo retidos. Adaptado de: [88]

O fator de retengao relaciona o tempo despendido do soluto na fase estacionaria em
relagdo ao tempo na fase movel. O fator de seletividade é uma medida relativa que avalia a
capacidade dos sistemas em distinguirem dois analitos [86, 88].

A resolugdo entre dois picos cromatograficos, Rs5, € uma medida quantitativa para
avaliar a separagdo, através da relacdo da distancia entre os dois picos relativamente as suas

larguras, como demonstrado pela equacgao 2.3 [88]:

top—tra 20t (2.3)

R.n = =
AB 0,5(wg +wy) wg+wy

Onde, B € o soluto que elui mais tarde, w € a largura do pico e t,. € o tempo de retencao.

De forma a obter uma medida quantitativa para a eficiéncia da coluna, é necessario
conhecer a altura do prato e o nimero de pratos teoricos. Estes termos relacionam-se através
da equacao 2.4 [86]:

L
_ L (2.4)
N = H

Onde, N corresponde ao numero de pratos teoricos, H corresponde a altura do prato

e L ao comprimento da coluna.
Para qualquer coluna, a eficiéncia da coluna aumenta, e os picos cromatograficos tor-

nam-se mais estreitos, quando o numero de pratos tedricos aumenta e a altura do prato dimi-
nui [88].
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Através da relagdo entre o desvio padrao associado ao perfil gaussiano e a largura da
base do pico, (w = 40) é possivel obter o nUmero de pratos tedricos através da equagdo 2.5
[88].
(2.5)

2.2.1.2 Cromatografia Liquida

Uma das classificacbes para o tipo de cromatografia que se encontra na literatura ba-
seia-se no tipo de fase movel e estacionaria, e no equilibrio envolvido na transferéncia do
soluto entre as fases. Existem entdo trés categorias gerais: cromatografia gasosa, cromatogra-
fia liquida e cromatografia de fluido supercritico [86].

A cromatografia liquida é uma técnica de separagdo em que os compostos a separar
distribuem-se entre duas fases, uma fase é imovel (fase estacionaria), enquanto a outra é um
liquido que se desloca numa direcdo definida (fase mével) [87].

Os varios tipos de cromatografia liquida definidos na literatura sdo: a cromatografia de
particdo, cromatografia de adsorcédo, a cromatografia de permuta ionica, a cromatografia de
exclusdo molecular e a cromatografia de afinidade [86]. No presente trabalho destaca-se a
cromatografia de particdo, em que a fase estacionaria € uma camada liquida fina que se forma
num suporte solido, imiscivel com a fase movel [86]. A separagado ocorre devido a diferenca de
solubilidade entre a fase estacionaria e a fase moével [88].

Desde a descoberta da cromatografia liquida em 1950 até aos dias de hoje, tem vindo
a ser desenvolvidas novas particulas para as fases estacionarias, de forma a obter colunas mais

seletivas, eficientes e estaveis [89].

A cromatografia liquida de elevada eficiéncia (HPLC) é uma técnica importante na se-
gregacao de diferentes componentes de uma mistura, versatil e comumente utilizada para a

identificacdo e quantificacdo de residuos de pesticidas globalmente [80].

De forma a aumentar a resolugéo, velocidade e sensibilidade na analise por cromato-
grafia liquida, tém sido feitos avangos significativos em instrumentacdo e na tecnologia da
coluna, como no tamanho das particulas ou na dimensdo da coluna [90]. Para além disso, a
necessidade de obter resultados num curto espaco de tempo levou a que, em 2004, a empresa
Waters lanca-se um novo equipamento para uma performance mais avancada da cromatogra-
fia liquida: a cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UHPLC), que se baseia na utilizacdo de

colunas com particulas pequenas e porosas [84].
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O UHPLC baseia-se nos mesmo principios que o HPLC, porém a fase estacionaria do
UHPLC consiste em particulas menores do que 2 um, enquanto as colunas para o HPLC pos-
suem como enchimento particulas entre 3 e 5 um [85]. Ora, isto implica que o UHPLC tera de
operar a pressdes mais altas do que a do HPLC, podendo atingir os 1000 bar [90]. Outra dife-
renca € a utilizacdo de colunas com um menor comprimento, que contribuem para a reducao
do tempo da corrida cromatografica [90]. A utilizacdo do UHPLC reduz o consumo de fase
movel em 80%, quando comparado com o HPLC, por tornar possivel operar a fluxos mais bai-
x0s [90]. A injecao de volumes mais baixos de amostra é um requisito de forma a obter uma
maior eficiéncia e um aumento na resolucao [90].

O principio subjacente a técnica de UHPLC baseia-se na equagdo de Van Deemter
(equacado 2.6), que estabelece uma correlacdo entre o caudal e a altura do prato, de forma a

refletir sobre a eficiéncia. Ao diminuir a altura do prato, aumenta-se a eficiéncia da coluna [89].

B
H=A+—+Cv (2.6)

Onde, H representa a altura do prato tedrico, v representa a velocidade lineare A,B e C
corresponde as constantes que tém em consideracao a alteracdo do percurso, a difusdo lon-
gitudinal e a transferéncia de massa.

Através das curvas de Van Deemter representadas na Figura 2.7, é possivel confirmar
que as particulas < 2 um podem ser utilizadas para as separacdes, visto que a eficiéncia se
mantém com a utilizagdo de colunas menos compridas e elevadas velocidades lineares [89]. A
eficiéncia da separagdo é proporcional ao comprimento da coluna e inversamente proporcio-
nal a dimensdo das particulas. Consequentemente, o comprimento da coluna pode ser redu-

zido pelo mesmo fator que o raio das particulas, sem afetar a resolucdo [90].

304 10 um

25+
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20 —\—///
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I
g
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Figura 2.7 - Curva de Van Deemter para varios tamanhos de particulas, onde H corresponde a altura do prato e u

corresponde a velocidade linear da fase movel. Retirado de: [89]

24



A maior desvantagem do sistema de UHPLC é a existéncia de maior contrapressao em
comparagao com o HPLC convencional, que contribui para a diminui¢cdo do tempo de vida util
das colunas. O aumento da temperatura da coluna podera ajudar a reduzir a contrapressao
no equipamento. Além disso, as particulas com tamanho inferior a 2 um sdo dificeis de rege-
nerar, o que leva a que tenham uma utilizagdo mais restrita [89].

Ao longo dos ultimos anos, o UHPLC tem se tornado um equipamento muito utilizado
na analise de pesticidas em alimentos [84]. Contudo, a necessidade de otimizar o tempo de
analise e a utilizagdo de métodos de extracdo simples para a determinagdo de pesticidas em
matrizes complexas, podera criar novos desafios. Apesar de se atingir uma elevada resolucdo

e separacoes eficientes através do UHPLC, podera ocorrer efeito matriz [84].

2.2.1.3 Constituintes do sistema

O sistema de UHPLC é composto pelos componentes: a bomba, o injetor, a coluna
cromatografica, o detetor e o software para recolha de dados [81] . Este possui também um
reservatorio para as fases moveis.

O primeiro componente € o sistema de bombeamento. Este é responsavel pela circu-
lacdo do solvente desde o reservatorio, passando pelo injetor até ao detetor, de forma asse-
gurar a pressurizacao do solvente para que este circule pela coluna, sem interrupcées e com o
caudal desejado [81]. O sistema deve ser compativel com os solventes organicos mais comuns
juntamente com os sais e aditivos [91]. Para o UHPLC, o fluxo tipico de solvente é entre os
0,001 e 5 mL/min com uma pressdao maxima entre 1000 e 1500 bar, sendo que para o HPLC o
fluxo podera ser superior, entre 0,01 e 10 mL/min, para uma pressdo maxima de 500 bar [91].

O sistema de bombeamento mais utilizado € o mecanismo de reciprocating pump, que
consistem numa pequena camara preenchida por solvente, onde este é posteriormente bom-
beado pelo movimento do pistao [86].

Consequentemente, o sistema de distribuicdo de solvente pode operar utilizando dois
modos diferentes de eluicdo: isocratico e gradiente de eluigdo [87]. No modo isocratico, a
composicdo do solvente mantem-se constante durante toda a corrida cromatografica [81]. A
grande desvantagem deste método é que para uma mistura em que 0s compostos possuam
uma polaridade semelhante com a fase mdvel, ndo ocorre a separagao entre os analitos. Este
modo de elui¢do é também associado a tempos de corrida mais longos [87].

Por outro lado, no modo gradiente de eluicdo, a composicdo da fase movel varia ao

longo da corrida. A utilizagdo deste mecanismo permite a separacdao de misturas complexas,
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pois é possivel aumentar a percentagem do solvente com maior poder de eluigdo [85], facili-
tando a elui¢cdo dos compostos no final [81]

A etapa da introducao da amostra no sistema € um fator determinante para se atingir
a seletividade esperada. Atualmente, a grande parte dos equipamentos utilizam um injetor
automatico (autosampler), de forma a injetar uma quantidade precisa de volume da amostra
[90]. O tipo de injetor mais utilizado atualmente é o sistema em loop (integrated-loop) [81].
Este é uma forma conveniente de introduzir uma amostra liquida num fluxo constante.

Na Figura 2.8 encontra-se uma representacdo esquematica de um injetor em loop, que
apresenta duas posicdes: carga (a) e injecdo (b). Na primeira posicdo, a amostra é injetada no
loop através de uma seringa, ocupando 20% do seu volume [81]. Ao mesmo tempo, a fase
mével é bombeada ao fluxo desejado através da valvula até a coluna, de forma a manté-la em
equilibrio [83]. De seguida, o injetor roda para a posicdo de injecdo e a amostra é injetada no
topo da coluna cromatografica [83].

Para aumentar a sensibilidade do método e evitar o fenémeno de carryover, o volume
de injecdo deve ser reduzido, sendo que para sistemas de UHPLC recomenda-se a utilizagdo
de volumes de injecdao entre 0,1 e 50 pL [86]. Por fim, os injetores automaticos estdo progra-
mados para efetuar uma variedade de métodos de lavagem, de forma a prevenir a contami-

nacao pelo transporte de amostras entre injecdes [81].

POSICAO CARGA  Bomba POSICAO INJECAO  omba

2
)
o Entrada

3 na Coluna

Y
J

na Coluna
3

Esgoto

Amostra em Amostra em
loop loop

Figura 2.8 - Representacdo esquematica de um injetor automatico. Adaptado de: [91].

A coluna ¢ considerada, por varios autores como “o coragdo da cromatografia” [81],
[85]. A fase estacionaria da coluna separa os compostos de interesse através de varias carac-

teristicas fisico-quimicas [85]. As colunas para HPLC sdo normalmente constituidas por tubos
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de ago inoxidavel [87]. De forma a melhorar a resolucao dos picos e aumentar a sensibilidade,
o diametro das colunas é entre 2 e 5 mm, com um comprimento entre 10 e 30 cm. Ao utilizar
colunas de menores dimensdes e com tamanhos de particulas reduzidos para o enchimento,
a duragdo da corrida cromatografica é menor e, consequentemente menores sdo os gastos
com solventes [87]. Normalmente, é colocada uma pré-coluna antes da coluna analitica, de
forma a proteger de possiveis contaminacdes e assim prolongar o tempo de vida Util da coluna
[88].

O controlo da temperatura é assegurado pelo forno da coluna, que promove a estabi-
lidade da coluna e garante a eficiéncia da separacdo [86]. Este controlo é bastante importante
para os sistemas de UHPLC, pois ao operar a altas pressdes pode-se criar um gradiente de
temperatura na coluna que perturbar o seu equilibrio. Temperaturas acima dos 100°C podem
levar a degradacao da coluna, por isso o intervalo de operacao deve-se manter entre os 40 e
100°C, para o UHPLC [86].

O material do enchimento das colunas de HPLC pode ser agrupado conforme diferen-
tes caracteristicas: solidos rigidos, géis suaves, forma esférica ou irregular, estrutura porosa no
interior ou na superficie. As caracteristicas do material para o enchimento variam dependendo
do modo de operagao [87].

Dois dos principais modos de operagao distinguem-se através da polaridade da fase
movel e da fase estacionaria, sendo estes: cromatografia em fase normal e cromatografia em
fase reversa [86]. A cromatografia em fase normal é composta por uma fase estacionaria polar
e uma fase movel apolar, o que permite eluir primeiro o composto menos polar, como de-
monstrado na Figura 2.9. Ao aumentar a polaridade da fase movel, o tempo de eluicdo diminui
[86].

Em oposicdo, a cromatografia em fase reversa é composta por uma fase estacionaria
apolar, normalmente um hidrocarboneto, e a fase movel € um solvente bastante polar como a
agua, o metanol ou o acetonitrilo, entre outros [87]. Neste caso, o composto mais polar é o
primeiro a eluir, como se observa na Figura 2.9 [86]. Conforme se aumenta a polaridade da

faze movel, verifica-se um aumento no tempo de eluicao [86].
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Cromatografia em fase normal Cromatografia em fase reversa

Fase movel de baixa polaridade Fase movel de alta polaridade
Tempo > Tempo —»
Fase moével de polaridade média Fase movel de polaridade média
c\/B\/A
Tempo > Tempo  ——p

Polaridade do soluto: A>B>C
Figura 2.9 - Relacdo entre a polaridade da fase mével e do soluto, e o tempo de retencdo para cromatografia de

fase normal e de fase reversa. Adaptado de: [86].

Estima-se que a maioria das analises em HPLC ocorrem em fase reversa [83]. Uma das
grandes vantagens associadas a cromatografia em fase reversa é que se pode utilizar agua
como solvente para a fase movel, sendo que esta uma alternativa mais sustentavel e com um
baixo custo associado quando comparada com os solventes organicos [86]. As colunas mais
utilizadas contém uma fase estacionaria de silica quimicamente modificada, sendo que esta
modificagdo na extremidade determina a polaridade da coluna. Normalmente, o grupo R do
siloxano € composto por uma cadeia de hidrocarbonetos C8 (n-octyl) ou C18 (n-octyldecyl)

[83].

Os residuos polares sao compostos dificeis de reter nas colunas mais convencionais
que operam em fase reversa, como a C18, devido ao seu comportamento zwitterion em solu-
¢des aquosas [33]. Surge assim a necessidade de encontrar novas fases estacionarias capazes

de separar compostos com uma elevada polaridade.

A cromatografia ionica foi utilizada com sucesso em estudos para as matrizes alimen-
tares de cereais, frutos e vegetais [92, 93]. Porém, a principal desvantagem desta abordagem
é necessitar de instrumentagdo adicional no laboratério, para proteger o espetrometro de
massa dos sais [94]. Durante o estudo elaborado por Rajski et a/, observaram-se diferencas
significativas nos tempos de retencdo entre matrizes, durante a determinacdo do AMPA, do
glifosato e do glufosinato [92].

Para a determinacao destes pesticidas polares, é apontada outra alternativa para a re-
solucdo dos problemas mencionados: a coluna Hypercarb da Thermo Scientific, em que a fase

estacionaria é constituida por carbono grafite poroso (PGC) [95]. O carbono grafite poroso
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(PGC) é composto por particulas esféricas totalmente porosas, com uma superficie cristalina,
sem a presenca de microporos [96]. Este € um material cristalino condutor, composto por fo-
Ihas planas de atomos de carbono dispostos hexagonalmente. Os atomos de carbono estdo
ligados através de ligaces covalentes e as folhas mantém-se juntas através de interacdes de
Van der Waals [97].

Os compostos polares retém através da interacdo com a superficie polarizavel da gra-
fite, que leva a inducdo de um dipolo, dependente da estrutura tridimensional da substancia a
analisar. Ainda nao existe um consenso sobre o método de retengdo por parte do PGC [97]. Os
analitos polares apresentam uma alta afinidade com a superficie da grafite, o que permite
obter uma boa retencao dos compostos polares, que ndo se verifica nas colunas tradicionais.

As principais vantagens da Hypercarb sao: compatibilidade com a maioria dos sistemas
de solvente, o que lhe permite separar varios analitos polares numa Unica corrida cromatogra-
fica [98]; retém e separa compostos polares utilizando fases mdveis que sdo compativeis com
o sistema de MS, como 0,1% acido férmico e baixas concentragdes de solu¢des tampao [95];
os fluxos definidos sdo compativeis com o MS e apresenta estabilidade para um pH de 0 a 14
[98]. Esta é uma das colunas recomendadas para a analise de residuos polares pelo método
QuPPe [16].

Porém varios estudos revelam alguns problemas de retencao com a coluna Hypercarb,
pois nem sempre se consegue obter a separagdo completa dos analitos polares e, certas vezes,
o tempo de reten¢do dos compostos € muito proximo do tempo morto [14, 99, 100]. Ora isto
acresce a dificuldade da analise de residuos polares por parte da Hypercarb.

No trabalho desenvolvido por Bapiro et a/ afirmam que a perda de retencdo na fase
estacionaria da Hypercarb tem como principal causa a alta suscetibilidade de contaminacao
da coluna, pelo que é aconselhavel ndo passar a frente a etapa de lavagem e recondiciona-
mento da coluna [100]. No artigo "HPLC Determination of Glyphosate, Aminomethylphospho-
nic acid, and Glufosinate Using a Hypercarb Porous Graphite Adsorbent”sugere-se a lavagem
da coluna com agua antes de se iniciar a analise, de forma a aumentar a reten¢do dos analitos
polares a coluna [15].

Outros estudos sugerem que uma alternativa para a analise do AMPA e do glufosinato
em matrizes alimentares seria através do método de cromatografia liquida de intera¢do hidro-
filica (HILIC), sendo que este também esta incluido no método QuPPe [16, 94].

Nos ultimos anos, a HILIC tornou-se uma solugdo importante para a analise de com-

postos que nao obtém bons resultados através do modo da fase reversa [101, 102]. Este modo
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de separagdo de HPLC caracteriza-se por utilizar uma fase estacionaria normal (polar) e uma
fase moével reversa, composta por solventes organicos misciveis com a agua, geralmente o
acetonitrilo, onde a percentagem do solvente organico em agua é superior a 50% [101].

E uma variante da cromatografia em fase normal sem a desvantagem de utilizar sol-
ventes que ndo sdo misciveis com a adgua. A técnica HILIC permite a separacdo das moléculas
polares e apolares através da formacdo de uma camada rica em agua na superficie da fase
estacionaria, que interage com os analitos polares [101]. Uma das vantagens da HILIC é que a
utilizagdo de fases moéveis com um elevado teor organico contribuiu positivamente para a io-
nizagdo no ESI no espetrometro de massas, contribuindo para o aumento da sensibilidade do
equipamento, em comparag¢do com os outros modos de cromatografia [102, 103].

Segundo varios estudos realizados pelos autores Piotr Kaczynski, Dias et a/e Anastas-
siades et a o modo HILIC acoplado a espetrometria de massa em tandem, tornou-se numa
ferramenta ideal na analise de herbicidas polares em frutos e vegetais, obtendo uma boa re-
tencdo na coluna, um pico cromatografico sem interferéncias, com elevada sensibilidade e se-
letividade [16, 21, 101]. Durante o estudo realizado por Chen et a/, para desenvolver um mé-
todo analitico que determina a presenca de glifosato e AMPA em matrizes alimentares, foram
testadas varias colunas HILIC com fases estacionarias compostas por silica pura ou silica mo-
dificada com um grupo amina, amida, ou grupos funcionais zwitterion [67]. No estudo em
questdo optaram pela coluna com a fase estacionaria composta por polyamine-bonded
polymer gel, pois obteve uma resolucao satisfatoria [67].

De acordo com estudo desenvolvido por West et. a/ ainda nao existem estudos sufici-
entes a comparar as duas fases estacionarias anteriormente referidas, pelo que ambas apre-
sentam as suas vantagens e desvantagens [97]. Contando com o atual desenvolvimento de
estudos sobre as fases estacionarias, varios autores estao expectantes para que aparecam mais
comparagdes num futuro proximo [94, 101, 104].

Por fim, o detetor tem a funcao de identificar as moléculas individuais que sdo eluidas
da coluna, sendo capaz de obter um resultado quantitativo, de forma a medir a quantidade de
analito presente na amostra [85].

Atualmente, o sistema de HPLC é acoplado a diferentes sistemas de dete¢do como:
espectroscopia ultravioleta-visivel (UV-Vis), espetrometria de massa (MS), ressonancia magné-
tica nuclear (NMR) e espetroscopia com Raman (FTR), para analisar misturas complexas de
compostos através da separacgdo, identificacdo e quantificagdo [87].

Neste trabalho, o detetor utilizado é a espetrometria de massa, sendo este largamente

utilizado na analise de controlo e qualidade dos alimentos [84].
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2.2.2 Espetrometria de Massa em tandem (MS/MS)

A espetrometria de massa (MS) é uma técnica analitica comumente utilizada na dete-
cao, identificacao e quantificagdo das moléculas de interesse, através da ionizagdo dos analitos
e posterior separacdo, de acordo com a razdo massa-carga (m/z) dos ides, provenientes da
fonte de ionizacdo [79]. O espetro de massa resultante é um grafico da abundancia relativa
dos ides em funcdo da m/z [85].

O equipamento de espetrometria de massa é composto por varios componentes que
completam o processo de ionizacao, separacao e detecdo. Estes sdo: a fonte de ionizacao, onde
os analitos sao vaporizados e ionizados; o analisador de massas, que separa os ides de acordo
com a sua m/z; o detetor de ides, que deteta a intensidade dos ides previamente separados e
determina a sua quantidade; o sistema de vacuo, para prevenir a perda de ides através das
colisbes com as paredes do analisador e por fim, o software que controla o equipamento e
processa os dados obtidos [79, 81].

Por vezes, o tempo de retencdo e o peso molecular obtido pelo espetrometro de massa
nao sao suficientes para identificar todas as moléculas presentes no efluente, que provém da
cromatografia liquida. Algumas impurezas estao presentes em quantidades minimas que criam
a necessidade de utilizar equipamentos mais completos, como o sistema de espetrometria de
massa em tandem (MS/MS) [81].

A espetrometria de massa em tandem, tal como o proprio nome indica, € composta
por dois espetrémetros de massa. No primeiro, os componentes da amostra sao separados de
acordo com sua carga, e seguem para a camara de colisdo para serem fragmentados. De se-
guida, estes fragmentos deslocam-se até ao segundo espetrometro, para serem analisados e

identificados, de acordo com a razdo massa/carga (m/z) [81].

Fonte de
lonizagéo Q1 g2 Q3 Detetor

/ k‘:‘: = O_L

\

Pressdo Vacuo Alto Vacuo
Atomsférica Intermediario

Figura 2.10 - Representacdo esquemaética de um MS/MS com um analisador de massas triplo quadrupolo. Adap-

tado de: [91].
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2.2.2.1 Método de ionizagao

A interface entre o espetrometro de massa e o UHPLC deve ser capaz de remover o
excesso de fase mével sem remover o analito de interesse [83]. Além disso, é também respon-
savel pela ionizacdo dos analitos, visto que alguns dos compostos eluidos ndo tem carga [81].

O método de ionizagdo mais referenciado na literatura para a analise de pesticidas e
dos seus metabolitos é a ionizagao por electrospray (ESI) [105], sendo que é recomendada para
compostos polares e facilmente ionizaveis, como é o caso do AMPA e do glufosinato [33].

A ionizacdo por electrospray ocorre a pressao atmosférica, recebendo amostras em so-
lugdo, o que permite o acoplamento com varias técnicas de separacdo e, caracteriza-se como
uma técnica de ionizacdo soft, por dar origem a poucos fragmentos [79, 81]. E considerada a
técnica de ionizacao mais adequada para a analise de substancias termolabeis e de peso mo-
lecular elevado [83].

A ionizacao por electrospray divide-se em duas etapas: a dispersao de gotas altamente
carregadas e a evaporac¢ao do solvente. As goticulas formam-se através da passagem do elu-
ente, no qual os analitos foram dissolvidos, por um capilar a pressao atmosférica, na presenca
de um campo elétrico altamente carregado, originando os ides que se encontram solvatados
pelas moléculas de solvente [83]. O gas de dessolvatacao, tipicamente azoto, provoca a eva-
poracdo do solvente, pelo que este processo reduz o tamanho das goticulas, aumentando a
densidade da carga na superficie da gota. O campo elétrico formado entre o capilar e o elé-
trodo aumenta e, como consequéncia, provoca a deformagdo da gota, pelo que esta obtém a
forma de um cone, denominado de cone de Taylor, como demonstrado na Figura 2.11 [106].
Quando a densidade da carga supera a tensao superficial, a gota solta-se do capilar e subdi-
vide-se, ocorrendo o fenédmeno da explosao de Coulomb [106].

Gas de nebulizagéo

Cone de Taylor Goticulas
' carregadas

Efluente proveniente
do HPLC

Figura 2.11 - Esquema simplificado da fonte de ionizagdo por electrospray demonstrando o efeito do Cone de
Taylor. Adaptado de: [107].

2.2.2.2 Analisador de massas

Atualmente encontra-se disponivel uma grande variedade de analisadores de massa

no mercado, pelo que cada um apresenta as suas vantagens e desvantagens. A resolucéo
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define de forma analitica a capacidade do analisador de massas, sendo que os equipamentos
com melhor resolucao sdo os com maior custo associado [83].

Os analisadores de massa mais comuns sdo o quadrupolo (Q), o /on-trap (IT), o time-
of-flight (TOF) e a combinacdo de triplo quadrupolo (QqQ) [105]. Estes sdo uma ferramenta
importante da identificacdo, quantificacdo e confirmacdo dos pesticidas e dos seus residuos
[80].

O quadrupolo é o analisador de massa mais utilizado devido ao seu baixo custo, facili-
dade de manipulagdo e robustez [108]. Os analisadores do tipo quadrupolo sdo compostos
por quatro barras metalicas que geram campos elétricos oscilantes [85]. As barras metalicas
dispbem-se alternadamente pois dois polos sdo positivos e outros dois sao negativos, como
demonstrado na Figura 2.12.

O quadrupolo atua como um filtro, que diferencia os ides através dos valores de m/z
antes de estes chegarem ao detetor. Este fendmeno deve-se aos potenciais de corrente apli-
cados que irdo gerar um campo eletromagnético responsavel por alterar a trajetéria dos ides
[81].

ldo ndo ressonante
Detetor

Fonte
de IGes

Figura 2.12 - Representacdo esquematica de um analisador quadrupolo. Adaptado de: [109]

O analisador triplo quadrupolo foi desenhado de forma a fragmentar o ido percursor
formando o ido produto [81]. Este consiste em trés quadrupolos em série, como demonstrado
na Figura 2.10 que combinam uma corrente continua com potenciais aplicados a uma dada
frequéncia, selecionando assim os ies que seguem para a camara de colisdo. No primeiro
quadrupolo seleciona-se o ido percursor, que sera fragmentado na presenga de um gas de
colisdo (azoto ou argon) no segundo quadrupolo, que funciona como uma camara de colisao.
O terceiro quadrupolo recebe os ides produto formados na camara de colisdo, e separa-os de
acordo com a razdo massa-carga [81].

A utilizagdo de um analisador triplo quadrupolo combinada com a cromatografia li-
quida de ultra eficiéncia permite obter anéalises mais rapidas para um elevado nimero de pes-

ticidas e dos seus residuos, de forma a garantir a segurancga alimentar [105].
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2.2.3 Efeito Matriz

Varios estudos tém vindo a revelar que o efeito matriz € um dos principais inconveni-
entes na analise por LC-MS/MS [21, 59, 60]. Este é consequéncia da influéncia que os compo-
nentes co-extraidos da matriz tém na ionizagdo dos analitos na interface por electrospray [56,
76]. No artigo elaborado por Ferrer et a/, refere-se que este efeito ndo esta apenas relacionado
com a fonte de ionizagdo, mas também com as condicdes do espetrémetro de massa [76]. De
qualquer forma, esta é uma questao importante a ter em atencdo durante a anélise dos ali-
mentos [76].

O efeito matriz resulta na perda de sensibilidade devido a supressdo do sinal na ioni-
zacgao, que podera alterar a quantificacdo dos analitos e afetar a reprodutibilidade do método
[76]. Apesar de ser menos frequente, também podera ocorrer enriquecimento idnico. Este
efeito indesejavel afeta a precisdo, exatiddo e sensibilidade do método analitico, que podera
resultar em dados incorretos e dificultar a identificacdo dos compostos [56].

Através da equacao 2.7, é possivel quantificar o efeito matriz, expresso como a percen-
tagem de enriquecimento ou supressao idnica, através da comparagao entre as areas dos picos

cromatograficos em solvente puro e em matriz [59].

EM(%) = (M _ 1) % 100 (2.7)

Msolvente

Onde, myq¢riz COrresponde ao declive da reta de calibragdo em matriz e mgypente COr-

responde ao declive da reta de calibragao em solvente

Caso o resultado da equacao 2.7 seja negativo, conclui-se que ha supressdo do sinal.
Se for positivo hd um enriquecimento do sinal. Verificam-se fortes efeitos matriz quando |EM|
> 50%, e médios se os valores estiverem entre 20% < |[EM| < 50%. Se o valor do efeito matriz
for inferior a 20%, consideram-se desprezaveis os efeitos matriz [59, 60].

Quando néao é possivel utilizar uma das estratégias de limpeza para minimizar o efeito
matriz referidas no capitulo anterior, existem outras alternativas de forma a compensar estes
efeitos como o método de adicdo de padrao ou os padrdes internos (IL-IS), sendo estes reco-
mendados pelo Guia SANTE/11312/2021 [110].

Normalmente, a utilizacdo de padrdo interno é a alternativa preferencial para resolver
o efeito matriz, porém é limitada devido a disponibilidade dos padrdes de referéncia e ao seu

elevado custo [56].
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Em analises de multi-residuos em matrizes de frutas e vegetais, a utilizacdo de reta de
calibragdo em matriz tem vindo a tornar-se uma opcéao viavel, sendo que ja existem varios
estudos a adotarem esta estratégia como o de Piotr Kaczynski, Han et al e Chiarello et al [21,
60, 69], entre outros. E um método também recomendado pelo Guia SANTE/11312/2021 [110]

Amostras sem a presenca do analito, previamente analisadas ou amostras provenientes
de agricultura bioldgica podem ser utilizadas para a preparagdo dos padrdes da matriz. Pode-
se utilizar apenas uma matriz como representante de um grupo alimentar, na preparacao da
reta de calibracdo em matriz, caso se trate de uma grande variedade de amostras [56].

De acordo com o método QuPPe, na auséncia de padrdes internos, a compensacao dos
efeitos matriz tanto a reta de calibracdo em matriz como a adigdo de padrao sdo recomenda-

das [16]. O gréafico de calibracdo podera ser descrito segundo a equacdo 2.8 [16].
APiCO =M X Canaiito + b (2.8)

Onde, Ay, corresponde a area do pico do pesticida, m corresponde ao declive da reta
de calibragao, canaiito cOrresponde a concentragao do residuo e b corresponde a ordenada na
origem da reta de calibracao.

Segundo o estudo desenvolvido por Anastassiades et a/ a constante b na reta de cali-
bracao indica a massa de pesticida presente na aliquota nao fortificada do extrato da amostra
[16].

2.3 Validacdo do método Analitico

A validagdo é um procedimento que tem o objetivo de verificar se um método de en-
saios analiticos é adequado ao seu propdsito, e se tem a capacidade de fornecer resultados
legitimos com a qualidade exigida [111].

Segundo a norma ISO/IEC 17025, o conceito de validacéo é definido como a confirma-
cao de que esta assegurado o cumprimento dos requisitos minimos para a utilizagdo especifica
do método, a partir da obtengdo e avaliagdo de provas objetivas [112].

O procedimento técnico estabelecido para a realizagdo do ensaio envolve operagdes
suscetiveis a acumulagdo de erros que, em algumas situacdes podem alterar de forma signifi-
cativa o resultado. E imperativo definir critérios objetivos, para que os Laboratérios possam
demonstrar que com os métodos internos de ensaio aplicados obtém resultados validos e

crediveis [113].
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Em suma, a validagdo do método analitico é uma etapa importante tanto no desenvol-
vimento e estabelecimento de métodos de referéncia, como no ambito da avaliacdo da com-
peténcia de um laboratorio em obter analises fiaveis [111].

Para a implementacdo e validacdo do método analitico em questao, teve-se em consi-
deracdo os critérios de aceitacdo do Guia SANTE/11312/2021 [110]. Este documento tem como
propdsito assegurar o controlo de qualidade dos métodos analiticos para a quantificacdo de
residuos de pesticidas em alimentos. Serve também como apoio ao cumprimento e implemen-
tacdo da norma ISO/IEC 17025, responsavel pela descri¢do dos requisitos gerais para obtencao
de resultados de confianca e qualidade, promovendo a confianga nos métodos de ensaio im-
plementados [110].

Na Figura 2.13, é possivel observar o plano inicial de validagdo sugerido pelo Guia

SANTE, dividido pelas varias etapas de acao.

‘ Plano inicial para a validacao de métodos quantitativos ‘

S

‘ 1. Definiro ObjetiVO do método. (Definir o residuo e as matrizes a analisar.) ‘

4

‘ 2. Definir os parametros para a validacao e respetivos critérios de aceitacao. Tabela 3.7 ‘

4

‘ 3. Definir como serao realizados os ensaios de validacdo. Tabela 3.7 ‘

4

4. Proceder aos ensaios de validacdo do método. ‘

L 4

5. Tratamento dos dados obtidos através da validacao. ‘

S

6. Sumariar e avaliar os resultados obtidos num relatério de validacao.

Figura 2.13 - Representacdo Esquematica das etapas para a validacdo do método analitico. Adap-
tado de: [110].
Através destes guias e regulamentos, é possivel estabelecer critérios e procedimentos
para a validacdo de métodos analiticos, de forma a garantir a qualidade e comparabilidade dos
resultados analiticos obtidos por laboratérios de controlo oficiais, e ainda assegurar o cumpri-

mento dos LMR’s [82, 110].

36



De acordo com o Guia Relacre 13, o procedimento da validagdo do método analitico
implica o estudo dos parametros por avaliacao direta e indireta. A avaliacao indireta envolve a
analise da especificidade/seletividade, da quantificagcdo e da precisdo do método. A avaliagéo
direta engloba a andlise da exatiddo do método, que para o estudo em questdo foi efetuado

através dos ensaios de recuperagao [113].

2.3.1 Especificidade e Seletividade

A seletividade de um método analitico avalia a capacidade que o método possui para
determinar o analito de interesse, sem interferéncias de outros componentes de comporta-
mento semelhante que estejam presentes na matriz a analisar, como impurezas ou produtos
de degradagao [111, 112].

A especificidade do método permite garantir que a resposta analisada advém apenas
do analito de interesse, sendo o método capaz de diferenciar este de outros compostos pre-
sentes na amostra [113]. Este parametro é bastante relevante visto que as matrizes a analisar
na presente dissertacdo sdao matrizes complexas, contando com a presenca de varios interfe-
rentes para a analise [110].

O método é considerado seletivo se for possivel verificar uma elevada resolucao do
pico cromatografico. Isto €, se ndo houver sobreposicao entre o pico cromatografico da inter-
feréncia e o analito de interesse ou, entdo se na amostra do branco nao se verificar a presenca
de picos cromatograficos nem distor¢des na linha de base perto do tempo de retencdo do
analito [114].

Estes parametros devem ser avaliados através da comparacao entre o tempo de reten-
¢ao (tr) e razdo idnica (RI) do pico cromatografico da amostra e o dos padrdes de calibracao,
sendo que estes ndo devem variar de forma significativa [110]. E importante referir que a Rl
calcula-se através do quociente entre a area do pico correspondente ao idao qualificador e a
area do pico correspondente ao ido quantificador [114] .

A realizacdo de ensaios de recuperacao em diferentes amostras da mesma matriz é
também um critério para avaliar a especificidade e seletividade do método analitico [115].
Caso se verifique que taxas de recuperacao se enquadram nos critérios de aceitagao estipula-
dos pelo Guia SANTE/11312/2021 [110], preferencialmente entre 70 e 120%, admite-se que o
método analitico é especifico e seletivo. O resultado 6timo seria obter taxas de recuperagéao
préximas de 100% [110].
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2.3.2 Quantificacao

De forma a interpretar os resultados obtidos durante os ensaios, é necessario proceder

ao estudo de parametros como curvas de calibragao, limiares analiticos e sensibilidade.

2.3.2.1 Curvas de Calibracao

Em analises quantitativas, as curvas de calibracdo relacionam a resposta de um sistema
de medida com uma concentracdo ou quantidade de substancia conhecida [113].

Para calibragdo analitica do equipamento preparam-se as solu¢des padrao, com uma
concentragdo é conhecida. De seguida, estas sdo analisas no equipamento analitico, nas mes-
mas condi¢des das amostras de interesse. Por fim, constréi-se um grafico de calibragdo que
estabelece uma relacdo entre a concentragao (eixo x) e o sinal do equipamento (eixo y). A
concentragao do analito em questdo na amostra determina-se entao por interpolacao [110].

A calibragdo deve ser efetuada aquando da realizacdo da analise, devendo existir crité-
rios internos para aceitagdo das curvas de calibragéo relativamente a linearidade e estabilidade
dos pontos [113]. Para as curvas de calibracdo recomenda-se a anélise da norma ISO 8466-1
como referéncia, para efetuar regressdes lineares pelo método dos minimos quadrados [113].

De acordo com o Guia Relacre 13, quando a curva de calibracdo corresponde a uma
funcao polinomial de primeiro grau, e caso se utilize o método dos minimos quadrados para
as regressoes lineares, pressupde-se que os erros tém uma distribuicdo normal e que existe
homoscedasticidade ao longo da reta.

Segundo o regulamento Guia SANTE/11312/2021, a curva de calibracao devera ser
composta por, pelo menos 5 pontos, distribuidos homogeneamente ao longo da curva de
calibragdo, sendo que a diferenga entre dois pontos consecutivos ndo devera ser superior a
um fator de 10 [110].

Linearidade
A linearidade de um método analitico é a sua capacidade para obter proporcionalidade
direta entre os sinais analiticos do equipamento e a concentracdo da substancia a analisar na
amostra, dentro da gama de trabalho definida [111].
No contexto da analise por LC-MS/MS, para o termo linearidade do sinal encontram-
se dois significados estreitamente ligados: (1) relacao linear entre o sinal do equipamento e a

concentragdo dos analitos em solucdes calibracdo em solvente e (2) relacao linear entre o sinal

38



do equipamento e a concentragdo da substancia de interesse em solugdes de calibragdo em
matriz [115].

Este Ultimo esta a tornar-se cada vez mais utilizado, de forma a mitigar os efeitos matriz.
Se o sinal do analito nas solu¢des de calibragdo em matriz for linear, entdo quase de certeza
que é também é linear nas solucdes de calibracdo em solvente, enquanto o oposto ndo é
necessariamente verdade [115].

De acordo com o Guia Relacre e o Guia SANTE/11312/2021, encontram-se disponiveis
varios testes estatisticos que permitem avaliar a linearidade da curva de calibragdo, como fator

de correlacao, analise de residuos, Teste de Mandel e Teste de RIKILT [110, 113].

Gama de Trabalho

A gama de trabalho define-se como o intervalo entre a concentragdo minima e maxima
da substancia em estudo, onde por aplicagdo de testes viaveis seja possivel provar que o me-
todo analitico tem precisao, exatidao e linearidade adequados [111].

A gama de concentragdes das curvas de calibragdo deve ter em consideracao os LMR's
do contaminante em estudo nas amostras, a capacidade de detecao do equipamento a utilizar
e deve abranger toda a gama de trabalho da rotina diaria do laboratério [112].

De acordo com a norma ISO 8466-2, o teste da homogeneidade de variancias permite
avaliar o ajuste da gama de trabalho para um método analitico que envolva a representacdo

grafica de uma curva de calibracéo [113].

2.3.2.2 Limiares Analiticos

Limite de Detecao

O limite de deteg¢do (LOD) corresponde a concentragao minima a partir da qual é pos-
sivel detetar a presenca do analito de interesse, com um nivel de significancia de 95% [113].
Este limiar analitico corresponde ao teor minimo medido, que é possivel identificar o analito
de interesse, diferenciando-se do ruido de fundo da analise [114].

Ao nivel do limite de detecdo deteta-se a presenca do analito, no entanto, ndo é pos-
sivel quantificar com precisdo e rigor, sendo que este encontra-se abaixo da gama de trabalho
[114]. Caso se obtenha uma leitura inferior ao LOD, nao implica necessariamente que o analito
nao esteja presente na amostra, apenas sera possivel afirmar que a concentracao do analito é
inferior a um certo valor [3].

Em termos quantitativos, para métodos que envolvam a utilizacdo de uma calibracao

linear, o LOD calcula-se através da equagao 2.9 [3].
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3,3 X Sy/
—  x
b
Em que, Sy corresponde ao desvio padrado residual da curva de calibracdo e b ao

declive da curva de calibracdo associada.

O limite de detecao pode também ser calculado através da equagao 2.10, que advém
da analise de varias leituras de amostras fortificadas com a concentracdo mais baixa da gama
de trabalho [112].

LOD =3 X Sy, (2.10)

Onde S,,, corresponde o desvio padrdo associado a varias leituras de padrdo com a

concentracdo mais baixa da gama de trabalho, normalmente com uma concentracao vestigial

Limite de Quantificacdo
O limite de quantificacdo (LOQ) corresponde a menor concentragdo de analito, pre-
sente numa amostra, que pode ser determinado quantitativamente com precisao e exatidao
[111]. Este valor € normalmente superior ou equivalente ao padrao de calibragdo de menor
concentragao [113].
Para os métodos que utilizem a reta de calibragdo para a quantificagdo, o limite de

quantificagdo pode ser determinado através da equagao 2.11 [113].

10X Sy, @2.11)
b

Onde, Sy corresponde ao desvio padrdo residual da curva de calibragdo e b ao declive

LOQ =

da curva de calibracao associada.

Tal como para o limite de detecdo, e segundo as recomendacdes da IUPAC, o LOQ
pode ser determinado pela analise de amostras com concentragdes conhecidas do analito, em
condi¢des de precisdo intermédia. O coeficiente de Variacdo (CV%) para estes padrdes nao

deve exceder os 10% [113].

LOQ =10 X Syq (2.12)

Onde S,,, corresponde o desvio padrao associado a varias leituras de padrao com a

concentragcdo mais baixa da gama de trabalho, normalmente com uma concentragao vestigial.
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2.3.2.3 Sensibilidade

A sensibilidade avalia a aptiddo do equipamento para distinguir pequenas diferencas
de concentracdo de um analito, definindo-se como o quociente entre o acréscimo do sinal
devolvido e a variacao da concentragdo correspondente ao acréscimo, como se observa na
equacao 2.13 [113].

_ AL (2.13)
5= AC

Onde AL corresponde ao acréscimo do valor lido e AC corresponde a variacado da con-

centragdo correspondente ao acréscimo.

De acordo com o Guia Relacre 13, se o método for definido por um modelo linear,
entdo a sensibilidade é constante ao longo de toda a gama de trabalho e é igual ao declive da
reta de calibracao [113].

O parametro da sensibilidade relaciona-se com o LOD e o LOQ através da relagao si-
nal/ruido, pois quanto maior a sensibilidade, menores podem ser os valores do LOD e LOQ do
método [115]. A sensibilidade esta diretamente relacionada com a supressao da ionizacdo da
substancia de interesse, devido a co-eluicdo de outros compostos, que diminuem a sensibili-
dade do método [115].

2.3.3 Precisao

A precisdo de um método avalia o grau de proximidade dos valores obtidos pelo mé-
todo analitico entre ensaios independentes, repetidos sobre uma mesma amostra, amostras
semelhantes com a mesma matriz ou padrdes, em condi¢des estipuladas [113].

Em cromatografia, avalia-se a concordancia entre os valores das areas dos picos cro-
matograficos obtidos a partir de analises independentes sobre as mesmas condicdes [114]. A
precisao € interpretada como a dispersdo ou variabilidade do método e pode ser expressa de
forma quantitativa pelo desvio padrao ou pelo coeficiente de variagao.

O desvio padrao calcula-se através da expressao:

(2.14)

Onde x; é o valor individual de uma medicdo, X é a média aritmética e n € o nimero

total de medicdes.

E o coeficiente de variagdo é dado por:
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CV (%) = % x 100 (2.15)
De acordo com as orientagdes do guia SANTE, o coeficiente de variacdo deve ser infe-
rior a 20%, para que se possa afirmar que ha precisao entre os resultados obtidos [110].
Para avaliar a precisdo do método existem duas medidas extremas, a repetibilidade e
reprodutibilidade, e uma situacdo intermédia entre ambas designada de precisado intermédia
ou variabilidade intralaboratorial [113]. O estudo da reprodutibilidade nado é relevante para a

validagdo do método de quantificacdo dos herbicidas em questao, uma vez que a intencao é

implementar o método apenas no laboratério em estudo [115].

2.3.31 Repetibilidade

A repetibilidade avalia a dispersdo de um método de ensaio elaborado em condi¢des
semelhantes, ou seja, no mesmo Laboratério, pelo mesmo analista, no mesmo equipamento e
em curtos intervalos de tempo [113]. Nos ensaios de repetibilidade, espera-se uma maior pre-
cisao entre os resultados obtidos em comparacdo com os ensaios de reprodutibilidade, onde
as condi¢des do método ndo sdo idénticas [112].

De acordo com o guia SANTE, devem ser efetuadas no minimo cinco medicSes sobre
a mesma amostra em pelo menos dois niveis de concentracdo, sendo estes ao nivel do LOQ e
a um nivel duas ou dez vezes superior ao LOQ [110]. Sendo assim, avalia-se a repetibilidade
através do estudo do desvio padrao de repetibilidade, do limite de repetibilidade e do coefi-
ciente de variacao de repetibilidade [110].

O limite de repetibilidade corresponde ao valor maximo admissivel para a diferenca
absoluta entre dois resultados obtidos em condi¢des de repetibilidade, através da equagdo
2.16 [113]

T = to,05(n-1) X V2 xS, (2.16)

Em que, ¢é o valor da distribuicdo de t-student para um nivel de confianca de 95% e

n-1 graus de liberdade e S, corresponde ao desvio padrao de repetibilidade.

2.3.3.2 Precisao Intermédia

A precisao intermédia avalia a capacidade do método em fornecer os mesmos resulta-
dos quando as analises sdo realizadas sobre a mesma amostra ou amostras idénticas, no
mesmo laboratério, mas definindo condi¢des especificas a variar, como: diferentes analistas,

diferentes dias ou diferentes equipamentos [113].
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Por retratar uma situagdo intermédia, a precisdo intermédia é reconhecida como a mais
representativa da dispersao dos resultados num laboratorio, sendo esta medida de precisdo a
mais aconselhavel de se usar [113].

A precisdo intermédia pode ser determinada quantitativamente através do calculo do

desvio padrao associado a precisdo intermédia, obtido através da equacdo 2.17 [113].

1

Spr =
PE™ lttn—1) 4
]

t n
Z(yjk —¥j)? (2.17)
=1k=1
Onde, t é o niUmero de amostras ensaiadas; n € o niUmero de ensaios efetuados por
amostra; j € o nimero da amostra, que vai de 1 a t amostras; k é nimero do resultado obtido
para a amostra j, que vai de 1 a n; yj; € o resultado individual (k) para a amostrajde 1at; e y;

representa a média aritmética dos resultados da amostra j, que vaide 1 a t.

2.3.4 Exatidao

A exatiddo de um método de ensaio refere-se a capacidade do método em fornecer
resultados concordantes com o valor de referéncia aceite como verdadeiro [113]. O termo
exatiddo avalia a proximidade entre o resultado de um ensaio e o valor verdadeiro, sendo
assim possivel refletir sobre a influéncia de erros sistematicos nos resultados [114].

De forma a avaliar a exatiddo de uma metodologia, recorre-se normalmente a utilizacao
de materiais de referéncia certificados (MRC), participacdo em ensaios interlaboratoriais ou
através de testes comparativos [113]. Caso nao seja possivel a utilizagdo das alternativas apre-
sentadas anteriormente, aceita-se a avaliacdo da exatiddao de um método de ensaio através
dos ensaios de recuperacao.

Os ensaios de recuperagao consistem na adigdo de uma quantidade conhecida do ana-
lito em estudo numa amostra, de forma a verificar posteriormente a capacidade do método
em recuperar essa quantidade [110]. Tém também como objetivo, verificar se existem efeitos
sistematicos introduzidos por causas desconhecidas, como o efeito da matriz.

De acordo com os critérios de aceitagcao do guia SANTE/11312/2021, para contaminan-
tes e pesticidas, a percentagem de recuperacao deve situar-se entre 70 e 120% [110]. A per-
centagem de recuperagao, associada ao valor de exatiddo do método, é calculada a partir da

equacao 2.18.

43



Cr —Cy

Recuperagio (%) = x 100 (2.18)

P
Sendo que Cr corresponde a concentracdo da amostra fortificada; C, corresponde a

concentragdo da amostra sem fortificagdo e Cp corresponde a concentracao teorica de padrao.

2.3.5 Estimativa de incertezas

A analise de replicados da mesma amostra, no proprio laboratério ou no contexto in-
terlaboratorial, podera gerar resultados diferentes. Surge assim a necessidade de conhecer a
incerteza associada a qualquer resultado de um método analitico, de forma a poder atuar so-
bre os fatores que influenciam a analise e minimiza-los [116].

Apesar da analise de residuos de pesticidas ser influenciada pelas incertezas da instru-
mentacdo, existem um ndmero elevado de outros fatores que apresentam um maior impacto
na analise [116]. Alguns destes fatores que influenciam a analise de residuos de pesticidas sdo:
a estabilidade do analito durante a preparacao da amostra e extracao; a utilizagao de solventes
ineficientes; baixa recuperagao em etapas de limpeza; perda de compostos polares através da
adsorcao a superficies de vidro; supressao do sinal devido a presenca de efeitos matriz, entre
outros [116].

Para o calculo das incertezas no presente relatorio, optou-se pela abordagem baseada
em dados de validagdo de métodos analiticos, de acordo com o guia Relacre 31 e o guia para
a quantificagdo de incerteza em ensaios quimicos da IPAC [117, 118].

A equacdo 2.19 é a expressdo utilizada para o calculo da incerteza de precisédo, recor-
rendo a analise de amostras estaveis, através da associacdo com o desvio-padrao da precisdao
intermedia, s,yecisao [118]. Esta deve ser avaliada em condi¢bes de preciséo intermédia, para
que a incerteza associada a precisdo seja representacao da variabilidade dos resultados [117,
118].

(2.19)

Uprecisio = Sprecisio —

Onde, n corresponde ao numero de replicados, y; corresponde ao resultado do repli-

cado de indice k, que varia de 1 a n, e ¥ corresponde a média aritmética dos resultados [118].

Como ja foi referido, ndo foi possivel utilizar os MRC para quantificar a exatiddo do
método, de modo que, optou-se por recorrer a analise de amostras fortificas sem o analito

nativo para o calculo da incerteza de exatiddo, através da equagdo 2.20 [117].
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= S2 U(Crn i 2 _ s
Uexatidio = Rm X \/(—Ob_sz ) + (—( fortlﬁcada)> R, x obs (2.20)

n X Cobs Cfortificada

Onde, R,, corresponde a recuperagdo média (R,, = C_Dbs/cfortiﬁcada), C,ps COrresponde a
concentracdo média das analises de amostras fortificadas, crortificaaa COrresponde a concen-
tracdo da amostra fortificada, s,,s corresponde ao desvio-padrao e n ao nUmero de amostras
fortificadas [117].

Segundo o Guia Relacre 31, o célculo da incerteza combinada baseia-se na Lei da Pro-
pagacao das incertezas [118]. Visto que para este trabalho, o método é aplicavel numa gama
estreita de concentragdes, as parcelas de incertezas para o calculo da incerteza combinada sdo

contabilizadas como incertezas absolutas, como demonstrado na equagao 2.21 [118].

Ucombinada = Ju(preciséo) 2+ u(exatidéo)z (22 1)

Por fim, obtém-se a incerteza expandida através da equagdo 2.22, onde k, corresponde
ao fator de expansdo. Caso as incertezas associadas a precisdo e a exatiddao sejam calculadas
através de um numero significativo de resultados experimentais, assume-se um fator de ex-
pansdo igual a 2, e assim se obtém a incerteza expandida para um nivel de confianca de 95%
[117, 118].

— 2.22
uexpandida = Ucombinada X k ( )

De acordo com o guia SANTE, nestas condicOes, a incerteza expandida ndo pode ser

superior a 50% [110].

2.4 Comparacao de resultados na literatura

Na literatura existem estudos sobre varias metodologias que podem ser adotadas para

a quantificacdo destes analitos polares, desde diferentes métodos de extracdo a diferentes
técnicas de identificacdo, como referido nos capitulos anteriores.

Durante a pesquisa sobre as varias opcdes de método analitico para determinar estes

residuos polares, deu-se prioridade aos artigos com o mesmo tipo de matriz a ser analisada e

que utilizam materiais e equipamentos disponiveis no laboratério da SGS.
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Apesar disso, em alguns dos artigos consultados, o equipamento utilizado para a iden-
tificacdo destes analitos apresentava uma maior sensibilidade em comparacao com o triplo-
quadrupolo [15, 21]. A maioria dos artigos mencionam a identificacdo de mais residuos polares
sem ser apenas o AMPA e glufosinato, incluindo também o glifosato, fosetil-aluminio, acido
fosfonico, etefon, a hidrazida maleica e os cloratos e percloratos na sua analise [14, 59, 119].

Na Tabela 2.2 encontram-se os artigos considerados relevantes durante a pesquisa bi-
bliografica, pelo que a sua analise incidiu sobre o método de extracao, o tipo de coluna e os
principais resultados obtidos como o LOQ do método, as percentagens de recuperagao, o co-
eficiente de variacdo e o efeito matriz.

Através de uma breve analise a Tabela 2.2, entende-se que a grande parte dos artigos
segue a metodologia QuPPe e quando ndo o segue, optam por extracdes simples com solven-
tes comuns [21]. A maioria dos estudos nao utiliza a derivatizagdo por ser uma técnica dispen-
diosa que envolve varias etapas e aumenta a complexidade da extracdo [15].

Em relagdo a etapa de limpeza, a diluicdo dos extratos antes da injecdo é uma abordagem
utilizada em varios trabalhos. Outros optam por ndo acrescentar uma etapa de limpeza, como
é o caso do artigo elaborado por Cutillas et a/ que resultou no aumento do LOQ para 0,05
mg/kg em algumas matrizes [65].

No que diz respeito as fases estacionarias utilizadas, existem as mais variadas opcdes. A
Hypercarb é uma das colunas mais referida na literatura para métodos que determinem os
compostos em estudo. Alguns artigos reportam um LOQ mais baixo e uma gama de trabalho
com o primeiro ponto mais baixo do que este trabalho pois utilizam sistemas mais avangados
como Orbitrap [59] ou o QTRAP [94]. Por fim, os trabalhos que estudaram o efeito matriz do
seu método reportam também valores significativos a excecdo dos artigos com a extracdo em
agua acidificada e volume de inje¢do de 5 plL [60], com a coluna Zorbax HILIC Plus [120] e com

a utilizagado de cloreto de dansil como agente de derivatizacao [68].
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Ref

[21]

[59]

[69]

[119]

(60]

(14]

[121]

[77]

[94]

[67]

Matriz

Cebola, trigo, ba-
tata e ervilha

Frutos e vegetais
processados

Frutos, vegetais,
cha verde e soja

Mel

Oleo alimentar

Cereja

Maca

Uvas

Uva, laranja, alface

aipo, pepino, espi-
nafre, tomate, ba-

tata, feijao, pera, la-

ranja e maca

Extracdo

Solvente: 0,5% de acido
formico em meta-
nol/agua (1:1 v/v)

QuPPe modificado -
N&o ha etapa do frio

QuPPe modificado -sol-
vente metanol

Método QuPPe

Extracdo com agua aci-
dificada (1% acido for-
mico)

Diluicdo com solucdo
metanol: agua (1:1 v/v)
acidificada

Método QuPPe

Método QuPPe

Pesar apenas 5g e adici-
onar agua

Extragdo com agua,
AOAC Official Method
2000.05

Limpeza

C18, Flori-
sil, quito-
sano e
grafeno
Diluicédo
1:2
MWCNT's
e r-DSPE

Nao
Volume de
injecdo de

SuL

Diluicéo
1:5

Nao

Diluicédo
1:10

Diluicéo
1:12,5

Oasis MAX
e MCX

Derivatizacdo

Nao
Sim com

FMOC-CI

Nao
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Coluna

Obelisc N
column
HILIC
Hypercarb

UltiMate
XB-C18 co-
lumn

Hypercarb

Hypercarb

Hypercarb

Hypercarb

Thermo sci-
entific Dio-
nex lonPac

Obelisc N
column HI-
LIC

Asahipak
NH2P-50 4E

LOQ

0,01 mg/kg

AMPA: 0,003
mg/kg;

0,001 mg/kg

AMPA: 0,01
mg/kg Gluf:
0,005 mg/kg
AMPA: 0,005
mg/kg; Gluf:
0,01 mg/kg

AMPA: 0,012
mg/kg Gluf:
0,004 mg/kg

0,005 mg/kg

0,005 mg/kg

AMPA: 0,050
mg/kg

Gama de
Trabalho

0,002 a
0,2 mg/kg

0,002 a2
mg/kg

0,005 a
0,5 mg/kg

0,01a0,5
mg/kg

0,01a0,2
mag/kg

0,005 a
0,2 mg/kg

0,005 a
0,2 mg/kg

0,01a5
mg/kg

0,005a1
mg/L

% Recup

70% a
97%

94% a
114%

80% a
108%

81,4% a
119,4%

70,2% a
105,1%

90% a
121%

94% a
114%

AMPA:
76,1% a
108%

Tabela 2.2 - Métodos analiticos dos artigos cientificos estudados para a determinacdo de AMPA e glufosinato em matrizes alimentares por LC-MS/MS.

Resultados

CV < 15%

R2>0,995;
CV<20%

R?>0,9991
CV<10%;

CV < 20%

R2> 0,996; CVr e
CVp < 19%; EM(%)
entre -13,5 e 5.
R2 > 0,99; Resi-
duos < 20%; CV<
20% e Uexpandida <
50%

R?=0,9993

AMPA CV < 22%;
Gluf CV < 16%

R2>0,995;
CV<20%; EM en-
tre -76% e 82%

AMPA: R?>0,997;
CV<12% EM entre
-7,54% e 57,6%



Tabela 2.2 - Métodos analiticos dos artigos cientificos estudados para a determinacdo de AMPA e glufosinato em matrizes alimentares por LC-MS/MS. (continuacao)

Ref

[65]

[120]

[101]

[122]

[123]

[11]

(68]

[124]

[125]

(33]

Matriz

Tomate, laranja, ce-
bola e marmelo

Tomate, laranja, be-

ringela e uva

Farinha sementes
de girassol, ervilhas
e farelo de soja.

Espinafres

Aveia

Milho

Mel e pepino

Malte e milho

Morango, milho, pi-
mentdo e soja

Soja e milho

Extragdo

QuPPe modificado- sol-
vente metanol e sem a

etapa de frio.

Método QuPPe

Método QuPPe

Método QuPPe

Extracdo com 10 mL de
agua/ACN (2:1 v/v) e
utilizagdo do ultra-som

Extracdo com 10 mL de
agua e etapa de limpeza

Extracdo com agua e
EDTA

Extracdo com 10 mL

agua e etapa de limpeza

Método QuPPe

Extracdo com solucdo
aquosa com acido acé-

tico e Na;EDTA

- ndo disponivel * varia consoante a matriz

Limpeza

Néao

Diluicéo
1:20

Nao

MWCNT's

Nao
Cartuchos
InertSep
SAX e Oa-
sis MCX

Nao

QOasis HLB

Derivatizagdo

Nao

Sim, com
FMOC-CI

Sim, com clo-
reto de dansil
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Coluna

Raptor Po-

lar Column

modo: HI-
LIC

Zorbax HI-
LIC Plus

Waters Ani-
onic Polar
Pesticide
Torus DEA
HILIC

Shodex
NH2P-50
2D column

ACQUITY
UPLC HSS
T3 RP

Luna C18
column

DIONEX
lonPac
AS12A
column

HILICpak
VT-50 2D

Acclaim
Trinity Q1
(WCX, WAX,
RP)

LOQ

Entre 0,01 e
0,05 mg/kg*

0,025 mg/kg

Entre 0,02 e
0,5 mg/kg*

0,01 mg/kg

0,05 mg/kg

0,005 mg/kg

0,01 mg/kg

0,01 mg/kg

0,02 mg/kg

Entre 0,042 e
0,075
mg/kg*

Gama de
Trabalho

0,01a0,5
mg/kg

0,025 a
0.1
mag/kg*

0,02 a0,5
mg/kg

005a5
mg/kg

0,010 a
0,5 pg/mL

0,01 a
0,25
mg/kg

0,005 a
0,5 mg/kg

0,001 a
0,25
mg/kg

0,05a25
mg/kg *

% Recup

70% a
110%

70% a
120%

102% a
115%

85% a
130%

90,3% a
95,4%

99% a
106%

72,2% a
101,3%

75% a
113%

Resultados

CV<20%; EM en-
tre -80% e -15%

R?=0,999;
CV<20% EM entre
-20% e 20%
CV< 20%

EM entre -90% e -
35%
CV<10%;
Residuos < 15%;
R2> 0,997;
CV<13%; EM en-
tre 87% e 108%

CV < 10%

Uexpandida €ntre 6%
e 25%; EM entre -
20% e 0%

R% > 0,998,
CV< 14,5%.
R > 0,975

R2 > 0,995;
CV < 12%; EM en-

tre -10% e 83%.



MATERIAIS E METODOS

3.1 Equipamento e material

Os equipamentos e materiais utilizados durante o desenvolvimento do presente traba-

Ilho foram os seguintes:

Equipamento:

Material:

Cromatografia Liquida: Elute UHPLC, equipado com uma bomba HPG 1300, Elute au-
tosampler e software Compass EDM 6.1, da Bruker;

Espetrémetro de massa: EVOQ LC-TQ Elite, com ionizacdo em eletrospray e analisador
de massas do tipo triplo quadrupolo, da Bruker;

Moinhos trituradores modelos GM 200 e GM 300 da Retsch;

Balanca analitica da Mettler toledo, com uma precisdo de 0,1 mg;

Agitador mecanico (multi-reax) da Heidolph;

Centrifuga de mesa modelo Rotina 380 R da Hettich;

Sistema de purificacdo para obter agua Milli-Q, da marca Millipore.

Coluna cromatografica Hypercarb (100 x 2,1 mm; tamanho da particula: 5 um), da
marca Thermo Fisher Scientific;

Coluna cromatografica: Ascentis Express 90 A HILIC com a tecnologia Fused-Core par-
ticule (10 cm x 2,1 mm; tamanho da particula: 2,7um), da marca Supelco;

Tubos de falcon de 50ml;

Seringas descartaveis de 5 ml da marca Henke Sass Wolf;

Vials de vidro com volume de 1,5ml, com tampa azul da marca VWR;
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e Filtros para seringas com poros de dimensao 0,45 um, da marca VWR;
e Material de uso recorrente no laboratério, como micropipetas, pipetas volumétricas,

baldes volumétricos, funis, de marcas como VWR e Eppendorf.

3.2 Reagentes

e Acido férmico (CH.02), grau Analysis, pureza 96% da marca Carlo Erba Reagents;

e Acido férmico (CH.0>), grau LC-MS, pureza 99%, da marca Carlo Erba Reagents;

e Agua Milli-Q;

e Agua ultrapura para HPLC da VWR Chemicals;

¢ Metanol (CH3OH), grau HPLC PLUS Gradient, pureza 99,9%, da marca Carlo Erba Rea-
gents;

e Padrao acido aminometilfosfénico (AMPA) (CHeNOsP), pureza 91,1%, Dr. Ehrenstorfer;

e Padrdo glufosinato-aménio (CsH1sN204P) pureza 99,2%, Dr. Ehrenstorfer.

3.3 Preparacgao de solugdes

Preparacdo das Solugdes Stock de AMPA e glufosinato

A partir dos padroes comerciais de AMPA e glufosinato preparou-se as solugdes stock
de cada analito, com uma concentracao de 1000 pug/ml. Estas foram preparadas em agua pois,
tanto o AMPA como o glufosinato sdo altamente solUveis em agua.

Atendendo ao grau de pureza dos padrdes, pesou-se na balanca analitica a quantidade
descrita na Tabela 3.1. O padrao foi, posteriormente, dissolvido em agua Milli-Q, com auxilio
do banho de ultrassons. Por fim, adicionou-se novamente agua Milli-Q, até perfazer o baldo
volumétrico de 5 mL. As solugdes stock possuem validade de 6 meses, pelo que devem ser

conservadas num frigorifico a 6°C.

Tabela 3.1 - Concentracdo das solugdes stock de AMPA e glufosinato para analise por LC-MS/MS

Massa de Concentracao da

) Pureza do Volume Massa
Analito ] . padrao solugdo stock,
padrao, % final, ml  tedrica, g
pesada, g ng/ml
AMPA 91,1% 5 0,005 0,0055 1000
Glufosinato 99,2% 5 0,005 0,0050 1000
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Preparacéo das Solugbes de Trabalho

Para a preparagao das solucdes de trabalho, procedeu-se a diluigdes sucessivas entre
as solugdes, tendo como ponto de partida a solugao stock. Estas solugdes apresentam uma
maior instabilidade por serem menos concentradas, pelo que tém uma menor validade em
comparagdo com a solucdo stock. Devem ser armazenadas no frigorifico, no minimo a 6°C.
Preparou-se entdo as trés solugdes de trabalho para cada analito.

A Solucao de Trabalho 1 (ST1), com uma concentragdo de 100 ppm, preparou-se atra-

vés da diluicdo de 500 pL da solugdo stock de 1000 ug/ml para um baldo volumétrico de 5 mL,
perfazendo-se o volume com agua.

A Solucao de Trabalho 2 (ST2) apresenta uma concentragao de 10 ppm e resulta da

diluicdo de 500 pL da solucao de trabalho 1 de 100 pg/ml para um baldo volumétrico de 5 mL,
perfazendo-se o volume com agua.

Por fim, a Solucéo de Trabalho 3 (ST3), com uma concentracao de 1 ppm, preparou-se

através da diluicdo de 500 pL da solugdo de trabalho 2 de 10 pg/ml para um baldo volumétrico

de 5 mL, perfazendo-se o volume com agua.

Preparagao da Solugdo de extragdo de Metanol com acido formico a 1% (v/v)
Num baldo volumétrico de 200 ml adicionou-se 2 mL de acido férmico com grau Analy-

sis e metanol ate perfazer o baldo. O procedimento foi executado na hotte.

Preparacgdo das Fases moveis A e B

Para a preparacao da fase mével A, agua com 0,1% de acido férmico, dilui-se 1Tml de
acido férmico com o grau LC-MS em agua ultrapura para analise em HPLC, num baldo volu-
métrico de 1000 mL. Para a preparacao da fase movel B, metanol com 0,1% de acido férmico,
adicionou-se 1 mL de acido férmico com o grau LC-MS para um baldo volumétrico de 1000

mL, perfazendo-se o volume com metanol.

3.4 Amostras

O presente método analitico foi implementado e validado para matrizes de frutos e
vegetais. De forma a selecionar-se corretamente as matrizes, teve-se como base o guia
SANTE/11312/2021 [110], que refere que os métodos analiticos devem ser validados, no mi-

nimo, para um produto de cada grupo alimentar. Para além disso, teve-se também em
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consideragdo as amostras disponiveis no laboratério da SGS Portugal para a analise destes
residuos polares.

Posto isto, em representagdo do grupo dos frutos utilizou-se o mirtilo, que representa
uma matriz mais acida com elevado teor de pigmentos. E para o grupo dos vegetais, conside-

rou-se o pimento vermelho por ser um alimento com elevado teor de agua.

3.5 Procedimento experimental

3.5.1 Extracdo das amostras

O processo de extragcdo do presente trabalho baseou-se no método QuPPe desenvol-
vido pelo EURL e no método de extragdo interno da SGS para a determinagao do glifosato em
frutos e vegetais. Na Figura 3.1 encontra-se uma representagdo esquematica simplificada do
procedimento de extragao.

Os Frutos e vegetais foram inicialmente triturados conforme o regulamento n°
752/2014 [62] e, posteriormente, armazenados em frascos coletores no frio até ao inicio da
extracdo. Para frutos e vegetais pesou-se 10g + 0,1g de amostra para um tubo falcon de 50
mL. De seguida, adicionou-se 10 mL da solugdo de metanol acidificado (MeOH com 1% acido
férmico), previamente preparada como descrito no capitulo 3.3. Apos a adi¢do do solvente de
extracdo, os tubos foram agitados durante 15 minutos no agitador mecanico. Posteriormente,
os tubos falcon foram colocados no congelador a -20°C durante 30 minutos. As amostras con-
geladas foram imediatamente centrifugadas durante 10 min a 5000 rpm.

De seguida, procedeu-se a etapa de filtracdo. Remove-se 1 mL do sobrenadante para
uma seringa equipada com um filtro com poros de dimensdo 0,45 pm. Para reduzir o efeito
matriz, diluiu-se a amostra em agua Milli-Q, com uma diluicdo de 1:10. Os extratos diluidos

foram transferidos para os vials para serem analisados no UHPLC-MS/MS.
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Pesar 10 g + 0,1 g da amostra previamente homogeneizada para o tubo

centrifugo de 50 ml (falcon)

o

)

Adicionar 10 ml do solvente para a extragao

Solucao de Metanol acidificado (MeOH com 1% acido férmico)

¥

Agitar durante 15 minutos no mu/ti-reax

o

Colocar no congelador durante 30 minutos a -20°C

Centrifugar durante 10 minutos a 5000 rpm

¥

Remover o sobrenadante e filtrar com o auxilio de uma seringa com

um filtro de 0,45 um

o

Diluir a amostra 1:10 em agua Milli-Q, para reduzir o efeito matriz

o

Analise LC-MS/MS

|
|
|
e
|
|
|
|

N N N o ——— (Y (

Figura 3.1 - Representacdo esquematica do método de extracdo QuPPe adaptado.
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3.5.2 Ensaio de recuperagao

Para os ensaios de recuperagao, pesou-se 10g + 0,1g de amostra previamente homoge-
neizada para um tubo de falcon de 50 ml e adicionou-se o volume da solucao de trabalho
indicado na Tabela 3.2, para cada analito. As amostras foram fortificadas com os analitos em
dois niveis, sendo o primeiro equivalente a gama de concentra¢ao mais baixa, 0,01 mg/kg que
corresponde ao LOQ do método, e o segundo nivel corresponde a um ponto intermédio da

gama de trabalho, 0,05 mg/kg.

Tabela 3.2 - Volume a adicionar da Solugdo de Trabalho para os ensaios de fortificacdo da amostra

Nivel d Volume a adicionar da Concentracao Concentragéo
ivel de
Matriz . Solugdo de Trabalho 2,  fortificada apés  fortificada ap6s
fortificagdo o o
uL dilui¢do, pg/ml  diluicao, mg/kg
Frutos e 1 100 0,005 0,01
Vegetais 2 500 0,025 0,05

No fim agitou-se durante 1 min no agitador multireax e prosseguiu-se com o procedi-
mento mencionado anteriormente.

Nos ensaios de fortificacdo utilizou-se a solucao de trabalho 2, com uma concentracao
de 10 ug/ml, pois antes da injecao no equipamento LC-MS/MS, as amostras serdo submetidas
a uma diluicao de 1:10, como mencionado anteriormente.

Para o cliente, os resultados expressam-se em mg/kg, pelo que para converter as unida-
des de pug/ml para mg/kg utiliza-se o fator do método. Este calcula-se através da razao entre

o volume total do extrato na amostra (20 ml) e a massa da amostra pesada inicialmente.

3.5.3 Reta de Calibragdo em Matriz

Para quantificar a concentracdao dos analitos na amostra elaborou-se uma reta de cali-
bracdo em matriz, a partir da solucdo de trabalho 3 com uma concentracdo de 1 pg/ml. O
objetivo deste método analitico é a determinacdo simultanea dos compostos em estudo. De
forma a construir uma Unica reta de calibracdo em matriz que envolva ambos os analitos, con-
sideraram-se os volumes descritos na Tabela 3.3, pois optou-se por fazer solu¢des de trabalho

individuais.
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Para a elaboracao da reta de calibracdo em matriz, antes de se adicionar as solugdes
de trabalho indicadas, realizou-se uma diluicdo de 1:10 da matriz, tendo-se misturado 1 mL do

extrato da amostra com 9 mL de agua.

Tabela 3.3 - Reta de Calibracdo em Matriz com dois analitos. Onde, ST A representa a solucéo de trabalho do

AMPA e ST G representa a solugdo de trabalho do glufosinato.

Volume a
Volume a Volume a . Concentragdo  Concentragéo
Ponto da reta . . adicionar
) adicionar da  adicionar do ponto, do ponto,
de calibracao de extrato
STA, pL da ST G, uL o ug/ml mg/kg
diluido, puL
1-PC1 5 5 990 0,005 0,01
2 10 10 980 0,01 0,02
3 25 25 950 0,025 0,05
4 50 50 900 0,05 0,1
5 75 75 850 0,075 0,15
6 - PC2 100 100 800 0,1 0,2

3.5.4 Reta de Calibracdao em Solvente

No presente relatorio, a elaboracao da reta de calibragdo em solvente tem como obje-
tivo a avaliacdo dos efeitos matriz, ao comparar os declives de ambas as retas. Posto isto, a
reta de calibracao em solvente foi efetuada de modo semelhante ao descrito anteriormente
para a reta de calibracdo em matriz, na Tabela 3.3, substituindo apenas o volume de extrato
diluido pelo mesmo volume, mas de agua. Optou-se por utilizar esta como solvente para a

reta de calibracdo, por ambos os compostos em estudo serem bastante solUveis em agua.

3.6 Condig¢des para a Analise LC-MS/MS

Para a determinacao dos residuos polares AMPA e glufosinato em amostras alimenta-
res utilizou-se a técnica de cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espetrometria
de massa em tandem, UHPLC-MS/MS. As condi¢des cromatograficas estdo especificadas na
Tabela 3.4, sendo que estas sdo as que ja se utilizam em rotina na SGS, para a analise de

contaminantes alimentares com a coluna Hypercarb.
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Tabela 3.4 - Condigdes cromatograficas do método analitico para analise de AMPA e glufosinato

Parametros Condigbes cromatograficas
Coluna Hypercarb (2,1 x 100 mm; 5 um), n°® 35005-102130 da
Thermo Fisher Scientific

Temperatura da coluna, °C 40

Fase movel A Agua com 0,1% de acido férmico
Fase mével B Metanol com 0,1% de acido férmico
Tempo, min A % B, %

0,0 95 5
3,0 95 5

Gradiente 4,0 2 98
6,0 2 98
6,1 95 5
7,5 95 5

Volume de inje¢éo, pL 25

Modo de injecao Partial loop

Fluxo, mL/min 0,500

Tempo de corrida, min 7,5

Modo de Separagao UHPLC de fase reversa

Detetor MS/MS

As condi¢des 6timas para o espetrometro de massa encontram-se na Tabela 3.5, basea-
das em artigos de determinacao de pesticidas polares[21], [59] e no método interno para ana-

lise de glifosato, pertencendo este ao mesmo grupo de herbicidas que os analitos de interesse.
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Tabela 3.5 - Condicdes definidas para o Espectrometro de Massa

Espetrémetro de Massa MS/MS, EVOQ LC-TQ Elite da Bruker
Método de ionizagdo Electrospray negativo

Analisador de massa Triplo Quadrupolo (QqQ)

Modo de aquisigéo MRM (monitorizacdo de reagdes multiplas)
Tensdo no capilar positiva, V 3 500

Tensdo no capilar negativa, V 4 000

Temperatura do cone, °C 350

Pressdao de gas do cone, psi 20

Temperatura de dessolvatagao, °C 400

Pressdo de gas de dessolvatagao, psi 20

Pressdo de gas do nebulizador, psi 50

Modo de gas de exaustao ON

Por fim, na Tabela 3.6 encontram-se definidas as transicdes de massa utilizadas na ana-
lise destes herbicidas. Estas transicdes foram obtidas através da otimizagdo do método, pelo
que se experimentaram varias transicdes mencionadas na literatura [21, 59], e no final avaliou-

se quais seriam as ideais, como sera explicado no capitulo seguinte.

Tabela 3.6 - Transi¢cdes de massas e energias de colisdo utilizadas na analise de AMPA e glufosinato

lao percursor, I6es produto, Energia de colisédo )
Composto Transigao
m/z m/z (eV)
63 24 Quantificadora
AMPA 110
81 14 Qualificadora
63 66 Quantificadora
Glufosinato 168
85 20 Qualificadora

3.7 Validacdo do método de ensaio

Procedeu-se entdo a validacdo do método de acordo com as orientagdes dos guias
SANTE/11312/2021 [110] e Relacre 13 [113].
Os estudos da linearidade e gama de trabalho foram efetuados através da elaboragao

de uma curva de calibracao para cada matriz, que relaciona os dados cromatograficos com os
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pontos de calibracdo mencionados anteriormente. De forma a se obter um ajuste linear dos
resultados, estes foram tratados através do Método dos Minimos Quadrados, como descrito
no Guia Relacre 13 [113].

A gama de trabalho foi avaliada através da homogeneidade de variancias, de acordo
com o procedimento no guia Relacre. Para isso procedeu-se a leitura de dez réplicas indepen-
dentes do primeiro e do Ultimo ponto da reta de calibracdo de cada matriz, com uma concen-
tracao de 0,005 pg/ml e 0,1 ug/ml, respetivamente.

De forma a avaliar a linearidade da curva de calibracéo recorreu-se a analise dos testes
estatisticos: coeficiente de correlacdo, analise de residuos, Teste de Mandel e Teste de Rikilt.

O coeficiente de correlacdo de uma reta p, calculou-se através da equacao 3.1, pelo

que deve ser superior a 0,995 para a reta de calibragédo ser aceite, como descrito no Guia Re-
lacre 13 [113].
P (G N7 )
JE =22 (B0 - 997

3.1

Onde, N corresponde ao numero de pontos da reta, i corresponde ao numero do pa-
drao, x; corresponde aos valores individuais de concentracdo, x corresponde a média de valo-
res de x, y; corresponde aos valores individuais de sinal instrumental, y corresponde a média

de valores de y e i corresponde ao numero do padrao.

O teste da analise de residuos foi aplicado conforme o procedimento descrito no Guia

Relacre 13, pelo que o desvio entre os valores experimentais e os valores previstos deve ser
igual ou inferior a 10% [113]. O desvio calculou-se através da equacgao 3.2, pelo que o valor da
area de pico previsto, A,,episto, € Calculado através da equacdo da reta obtida pelo método

dos minimos quadrados.

A . — A
%Desvio = experimental previsto % 100 (3.2)

Aprevisto

De acordo com a norma ISO 8466-1, com base num modelo estatistico do teste de Man-
del pode-se provar a linearidade. Porém, este teste so € aplicado caso se comprove a homo-
geneidade de variancias na gama de trabalho.

A partir deste método, calculou-se a diferenca das variancias, DS?, entre a funcdo de
calibragao linear e a fung¢éo de calibragao polinomial do segundo grau, de acordo com a equa-

cao 3.3, conforme indicado no Guia Relacre 13 [113].
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DS2=(N—2)-S%,,— (N —3)-52,, (33)

O valor de teste, /7, determinou-se através da equacgdo 3.4 e de seguida, comparou-se
o I/Tcom o valor da distribuicao de Fisher-Snedecor para um intervalo de significancia de 95%
e N-3 graus de liberdade. Se VT < Fcritic, a funcdo de calibracdo é linear, caso contrario, a

funcao de calibragdo é nao linear, sendo necessario reduzir a gama de trabalho.

DS?
VT = — (34)
S%y2

Por ultimo, com o teste de Rikilt analisou-se a linearidade de cada ponto na reta de
calibragao, através do desvio entre o fator de resposta para cada ponto e o fator de resposta
médio, obtido através da equacado 3.5. Definiu-se que, para admitir a existéncia de linearidade,

o desvio ndo deve superior a 10%.

Vi
Vi, (%) = % 100 (3.5)
xi 0 V
X

Os limiares analiticos de dete¢do e quantificagdo, LOD e LOQ foram determinados, em
condigdes de precisdao intermédia através da injecao de amostras de brancos de matrizes for-
tificados com o padrdo de concentragcdo mais baixo da gama de trabalho (PC1). Foram também
calculados os limites através das equagdes descritas no subcapitulo 2.3.2.2.

A precisdo e a exatiddo do método foram avaliadas através da realizagdo dos ensaios
de fortificagao, de acordo com as orientacdes do guia SANTE/11312/2021 [110]. A precisao foi
avaliada em termos de repetibilidade do método, repetibilidade do equipamento e de precisdo

intermédia. Em condicdes de repetibilidade do método, foram realizados cinco ensaios para

os dois niveis de fortificacdo no mesmo dia. Para a repetibilidade do equipamento, analisou-

se dez vezes consecutivas o primeiro ponto e o ultimo ponto de calibragdo. A precisao inter-
média foi avaliada através da analise de cinco ensaios para ambos os niveis de fortificacdo, em
diferentes dias de trabalho.

Por fim, a avaliacdo da incerteza do método e o efeito matriz procedeu-se conforme
descrito nos capitulos 2.3.5 e 2.2.3, respetivamente. Na Tabela 3.7, encontra-se descritos os

critérios de aceitacdo para os parametros mencionados.
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Tabela 3.7 - Resumo dos parametros a validar com os respetivos critérios. Adaptado de: [110, 113]

Parametro:
Gama de
trabalho

Linearidade

Limite de

Quantificacédo

Repetibilidade
do método
Repetibilidade
equipamento
Precisdo
intermédia
Especificidade/
Seletividade

Exatiddo

Incerteza

Efeito Matriz

Testes a aplicar / Procedimento experimental:

Teste de Homogeneidade de variancias para verificacao
do ajuste da gama de trabalho. O PC1 e o PC2 séo anali-
sados através de dez réplicas independentes.

Estudo de cada ponto das retas de calibragdo. Analise de:
Coeficiente de correlagdo, p, Anélise de residuos, Teste de
Mandel, Teste de Rikilt.

Através de calculos associados as curvas de calibracdo,
em condicOes de precisdo intermédia e a partir das equa-
¢Oes descritas no subcapitulo 2.3.2.2.

Minimo de 5 ensaios para cada nivel de fortificacdo (0,01
e 0,05 mg/kg)

Leitura de 10 réplicas do ensaio para o PC1 e para o PC2
(0,01 e 0,2 mg/kg).

Minimo de 5 ensaios para cada nivel de Fortificacdo (0,01

e 0,05 mg/kg) Condicao a variar: o dia.

Observagdo no equipamento. Através da comparacgao da
razdo idnica e tempo de retencdo. Utiliza-se também os

resultados obtidos nos Ensaios de recuperacao.

Ensaios de recuperacdo para avaliar a exatiddo do mé-

todo.

Avaliagdo da incerteza expandida do método com os re-
sultados obtidos dos ensaios de recuperagao.
Elaboracao das retas de calibracdo em matriz e em sol-
vente. Caso haja, deve-se procurar uma alternativa para

considerar estes efeitos na calibracao.
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Critério:

PG < Fcritic

p > 0,995

AR % < 10%

VT < Feritc

90% <1/, (%)<110%
LQ <LMR

CV: % < 20%
CV: % = 20%

CVp % < 20%

RI < +/-30%

Tr< +/- 0,1 min
Recup entre 70% a
120%

Recuperacao entre 70
e 120 %, ou pior dos
casos: 60% a 140% se
o CV (%) < 20%.

Ucombinada < 50%

EM (%)> +20%, con-

sidera-se que ha EM



4

APRESENTACAO E DiscussAo Dos RESUL-
TADOS OBTIDOS

No laboratério da SGS esta implementado um método para a determinacdo de resi-
duos polares, os single-residue methods, tendo como base o método QuPPe. Porém este ne-
cessita de ser revisto para os analitos AMPA e glufosinato, uma vez que os resultados obtidos
sao de dificil quantificacdo devido a fortes efeitos matriz, que tornam a identificacdo destes
compostos uma tarefa complicada. Foram também reportados varios problemas associados a
coluna cromatografica utilizada para determinar estes residuos polares, a Hypercarb, como a
perda imprevisivel de retencdo, pelo que surgiu a necessidade de explorar outras fases estaci-
onarias. Sendo assim, durante o desenvolvimento do método cromatografico, foi possivel tes-
tar uma coluna que opera no modo HILIC, de forma a analisar se esta era uma opcao mais
viavel do que a coluna utilizada no método.

Apds a conclusado de qual seria a melhor opgdo para a coluna cromatografica, foram
realizadas algumas alteragdes ao método de forma a otimizar as condi¢bes no equipamento
UHPLC-MS/MS e as condicbes do método de extracao.

Por fim, o método otimizado foi submetido aos testes de validacdo de acordo com os

critérios mencionados nos capitulos 2.3 e 3.7.

4.1 Resultados do desenvolvimento do método cromatografico

O glufosinato e o AMPA apresentam fraca retencdo nas fases estacionarias tradicionais
de fase reversa, diminuindo assim a sensibilidade da detecdo pelo espetrémetro de massa,
devido a interferéncia causada pelos componentes presentes nas matrizes a analisar [67]. Por

isso, os pesticidas polares tém vindo a ser analisados pela fase estacionaria composta por PGC,
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denominada comercialmente por Hypercarb [94]. Porém esta apresenta a desvantagem de ne-
cessitar frequentemente de ser recondicionada durante a analise, 0 que consome tempo e
aumenta o custo da analise [94]. Além de que é uma coluna com um elevado custo associado.

Como alternativa apresenta-se a cromatografia liquida de interacdo hidrofilica, HILIC,
que tem vindo a demonstrar ser uma abordagem viavel na analise de compostos polares [101].
A HILIC aparece como uma alternativa capaz de resolver os problemas de reten¢do menciona-
dos anteriormente, proporcionando a reten¢do adequada dos compostos, permitindo que es-
tes sejam analisados sem ser necessario aplicar técnicas dispendiosas como a derivatizacao
[101].

4.1.1 Sele¢do da coluna cromatografica

Durante a otimiza¢do do método, houve a possibilidade de estudar a coluna Ascentis
Express HILIC da marca Supelco, de forma a perceber se esta seria uma opgao mais viavel do
que a coluna Hypercarb.

O funcionamento da coluna Ascentis Express HILIC baseia-se na tecnologia Fused-Core
particule caracterizada pela utilizacdo de particulas que consistem num nucleo sélido com 1,7
um de diametro e uma camada porosa de 0,5 um a volta. A vantagem desta tecnologia é a
difusdo dar-se na camada porosa em comparagao com as particulas totalmente porosas, sendo
que um trajeto mais curto de difusdo reduz os efeitos de dispersdo axial dos solutos e minimiza
o efeito de alargamento do pico [126].

O interesse em desenvolver um método com a coluna Ascentis Express ndo é apenas
para o AMPA e glufosinato, mas sim para todos os residuos incluidos no método ja implemen-
tado na SGS com a coluna Hypercarb. Os residuos que integram também este grupo sdo o
glifosato, fosetil-aluminio, acido fosfénico e os cloratos e percloratos.

Inicialmente optou-se por testar um protocolo interno da SGS que utilizava também
uma coluna que opera em modo HILIC. As fases méveis testadas foram 1,1% acido férmico em
agua (A) e Acetonitrilo (B), sendo estas semelhantes a outros estudos. No inicio a inje¢do dos
padroes de 1 ppm obtiveram resultados satisfatorios. Porém quando se injetaram as retas de
calibragdo em matriz com ambos os analitos, a coluna ndo separava o analito AMPA dos inter-
ferentes da matriz, pelo que todos os picos apresentavam ou a mesma area ou uma area menor
da esperada. Na Figura 4.1 é possivel observar que com o aumento da concentracao do analito,
a area do pico cromatografico da direita ndo aumentou em relagdo ao da esquerda, logo nado

é possivel identificar a presenca do analito.
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Figura 4.1 - Cromatogramas obtidos para o primeiro (A) e Ultimo ponto (B) da reta de calibracdo na matriz de pi-

mento para analise na coluna Ascentis Express

Estas condigdes ndo terem resultado no laboratério da SGS podem ser consequéncia
da utilizacdo de um analisador triplo quadrupolo, em vez do /on-trap referido no protocolo
utilizado, ou até por as colunas cromatograficas apresentarem diferentes propriedades. Exis-
tem outras variaveis para o método nao ter tido sucesso. O acido férmico é utilizado como um
aditivo a fase movel para melhoramento dos picos cromatograficos e refor¢o do sinal. Porém,
verificou-se que a fase movel anteriormente referida apresentava uma elevada concentracdo
de acido férmico, o que podera acidificar a coluna ou até interferir com o processo de ioniza-
¢ao dos compostos.

Durante o periodo de desenvolvimento do método cromatografico foram testadas ou-
tras condi¢cdes, nomeadamente diferentes fases moéveis e diferentes gradientes de eluicao, po-
rém sempre sem sucesso em identificar os analitos nas matrizes escolhidas. Na Tabela 4.1 en-
contram-se alguns dos resultados obtidos durante o desenvolvimento do método na coluna
Ascentis Express HILIC. No ensaio 11 foram também testadas as fases moéveis utilizadas no
método para a identificacdo dos pesticidas ja implementado na SGS, pois € do interesse do
laboratério que as fases moveis escolhidas sejam gerais, de forma a minimizar os custos com
consumiveis. Porém ndo era possivel identificar todos os analitos pretendidos. A esta altura
comegou-se a questionar o estado da coluna Ascentis Express e a sua capacidade para separar
os analitos pretendidos. Para além das tentativas apresentadas na Tabela 4.1, houve outras que
falharam devido a problemas com o equipamento.

Devido a falta de tempo e disponibilidade do equipamento para continuar a desenvol-
ver um método que determina todos os residuos de pesticidas pretendidos numa Unica corrida
em modo HILIC, optou-se entdo por escolher a coluna Hypercarb apesar das desvantagens
mencionadas inicialmente. Esta é uma escolha que resulta em menores custos para o labora-
torio, pois optar-se por um método genérico torna-se possivel analisar varios compostos na

mesma corrida, minimizando o tempo de analise.
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N° do

ensaio

11

Tabela 4.1 - Resultados dos principais testes de otimizacdo do método cromatogréafico para a coluna Ascentis Express HILIC

Referéncias utilizadas

Condicdes artigo de
Piotr Kaczynski [21] e
método para o glifosato
da SGS

Condicdes artigo de
Piotr Kaczynski [21], de
Sara Savini et a/[59], da
Thermo Scientific [119]
e método interno da
SGS para uma coluna
HILIC

Condicdes referidas an-
teriormente juntamente
com método interno da
SGS para identificacdo
de pesticidas

Analitos testados

Injecdo dos padrdes de
Tppm de AMPA, glufosi-
nato e glifosato

Injecdo dos padrbes de
Tppm de AMPA, glufosi-
nato e glifosato

Injecdo dos padrdes de
Tppm de AMPA, glufosi-
nato, glifosato, fosetil,
acido fosfénico e clora-
tos e percloratos

Injecdo do padrdo de
Tppm de AMPA, glufosi-
nato, glifosato, fosetil,
acido fosfénico e clora-
tos e percloratos

Injecdo das retas de cali-
bracio em matriz de
framboesa e pimento

Injecdo do padrdo de
Tppm e de 10 ppm de
AMPA, glufosinato e gli-
fosato.

Fases mdveis

A: 20 mM Formato
de Amonio + 1%
HCOOH em H,0 B:
Acetonitrilo

A: 20 mM Formato
de Amoénio + 1%
HCOOH em H,0 B:
Acetonitrilo

A: 1,1% acido for-
mico em H20 B:
Acetonitrilo

A: 1,1% éacido foér-
mico em H20 B:
Acetonitrilo

A: 1,1% acido for-
mico em H20 B:
Acetonitrilo

A: 0,126 g formato
de amonio + 500
puL acido formico
em &gua B: Aceto-
nitrilo
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Observacoes

Anélise do AMPA ndo demonstrou especi-
ficidade, sendo que ndo era possivel iden-
tificar o pico do AMPA no meio das inter-
feréncias; O glifosato apresentava um sinal
baixo em comparacdo com a Hypercarb;

Analise do AMPA com interferéncias, ndo
é possivel obter a especificidade requerida.

Problema com o fosetil pois o equipa-
mento leu apenas uma transi¢do. Ndo é
possivel identificar os percloratos. Andlise
do AMPA sem interferéncias.

Os picos cromatograficos para o AMPA e
glufosinato apresentam um sinal mais in-
tenso e menos interferéncias. Observa-se
o pico do fosetil sem interferéncias. Nao é
possivel identificar os percloratos.

AMPA ndo apresentou linearidade. O que
se pensava ser o AMPA era um interfe-
rente. A utilizacdo de um fluxo demasiado
elevado resultou numa fuga no capilar do
equipamento.

Durante a leitura dos padrdes aparece um
interferente na andlise que leva a questio-
nar o estado da coluna. Procedeu-se a lim-
peza da coluna, mas sem sucesso.

Alteragdes/Sugestdes

Experimentar utilizar  outras
energias de colisao e alterar tem-
peratura da probe e do cone.

Conclusdo: Método da coluna
hypercarb ndo resulta nesta co-
luna HILIC, como era de se espe-
rar

Sugestdo: Aumentar a tempera-
tura do cone, promovendo a io-
nizacdo, e a temperatura da
probe, que promove a dessolva-
tacao.

Alterou-se a temperatura do
cone para 300°C e a temperatura
da probe para 400°C.

Sendo que o que se pensava ser
o AMPA era um interferente, é
necessario voltar a correr os pa-
drdes

Alterou-se a fase moével A pois
1,1% de acido féormico é muito
forte para o equipamento.
Problemas com coluna.



4.1.2 Hypercarb

Durante o desenvolvimento deste trabalho foi possivel observar um dos problemas as-
sociados a coluna Hypercarb, a alteracdo do tempo de reten¢do. Na Figura 4.2 é possivel ob-
servar a alteragdo no tempo de retencdo para o glufosinato. Para a transicdo 180>85, a coluna
deixou de conseguir separar o glufosinato do interferente presente na matriz de mirtilo. A
transicdo quantificadora passou entdo a ser a 180>63, pois foi a transicdo que apresentou

maior reprodutibilidade ao longo dos ensaios.
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Figura 4.2 - Observacdo da perda de retengdo do analito glufosinato na analise com a coluna Hypercarb.

Para o analito AMPA a alteracdo do tempo de retenc¢édo nao foi tao significativa, pelo que
nao foi necessario realizar alteragdes no método. Tentou-se recondicionar a coluna com um
procedimento recomendado no manual de utilizacdo da Thermo Scientific [95], porém sem
sucesso.

Pode-se apontar varias causas para a perda imprevisivel do tempo de reten¢do como a
contaminagao da coluna por ndo se utilizar uma pré-coluna, ser necessario recorrer ao priming
da coluna para ativar as particulas internas, o armazenamento da coluna nao ser o recomen-
dado, a degradacao do enchimento da coluna, ou até mesmo o manuseamento incorreto da
coluna durante a montagem no sistema. Apesar deste contratempo foi possivel manter a

Hypercarb como a escolha da coluna para o método analitico a implementar.

4.2 Otimizac¢ao do UHPLC-MS/MS

Procedeu-se entdo a otimizacao das condi¢des do equipamento UHPLC-MS/MS para a
determinacdo dos residuos polares AMPA e glufosinato em amostras de frutos e vegetais. Du-

rante o desenvolvimento do método analitico, optou-se por manter algumas das condicbes

65



do espetrometro de massa tendo como base o método ja utilizado no laboratério da SGS,
como a tensao no capilar, a voltagem e temperatura do cone que se encontram na Tabela 3.5.

A escolha da utilizacao da fonte de ionizacao £lectrospray em modo negativo, deve-se a
informacdo retirada da literatura, e ao facto deste modo apresentar os picos mais intensos,
pelo que o ido percursor serd um ido desprotonado (M-H), como sugerem os estudos realiza-
dos por Chiarello et a/[60] , Piotr Kaczynski [21], Savini et a/[59], entre outros.

O modo de operacdo escolhido para o triplo quadrupolo é o MRM, monitorizacdo de
reacdes multiplas, pelo que ambos os quadrupolos estdo programados para operar em modo
SIM, sendo que ocorre a monitorizagao seletiva dos ides produto do respetivo ido percursor
[107]. Este tipo de aquisicao permite obter uma maior sensibilidade e seletividade durante a
analise quantitativa dos compostos alvo [107]. Sendo assim, foi necessario selecionar as tran-
sicOes para o AMPA e para o glufosinato.

Inicialmente, as transicdes e energias de colisdo para a identificagdo no espetrometro
de massa foram retiradas dos artigos: "Clean-up and matrix effect in LC-MS/MS analysis of
food of plant origin for high polar herbicides”, "An Improved, Rapid, and Sensitive Ultra-High-
Performance Liquid Chromatography-High-Resolution Orbitrap Mass Spectrometry Analysis
for the Determination of Highly Polar Pesticides and Contaminants in Processed Fruits and
Vegetables” e "HPLC Determination of Glyphosate, Aminomethylphosphonic Acid, and
Glufosinate Using a Hypercarb Porous Graphite Adsorbent" dos autores Piotr Kaczynski, Savini
et ale Goncharova et a/, respetivamente [15, 21, 59].

Procedeu-se entdo a injecao de padrdes dos analitos com uma concentragdo de 1 ppm,
para averiguar se com as condicdes escolhidas era possivel visualizar os picos cromatograficos
dos analitos em questdo. Neste primeiro ensaio foi possivel visualizar ambos os picos croma-
tograficos, porém, verificou-se que as energias de colisdo escolhidas para as transicdes do
AMPA, através do artigo desenvolvido por Savini et a/ [59], eram mais elevadas do que as
mencionadas nos outros artigos [15, 21]. Posto isto, foi possivel testar a diferenca na area ob-
tida para o analito AMPA, consoante a energia de colisdo escolhida. O parametro da energia
de coliséo esta relacionado com a formacao de ides produto na célula de colisdo do espetro-
metro de massa em triplo quadrupolo.

Através da Figura 4.3, observa-se um aumento do sinal analitico quando sao aplicadas
energias de colisdo mais baixas, entre 17 eV e 36 eV. Para o padrao de concentra¢do 1 ppm a
area do pico cromatografico aumentou 10 vezes e para a concentragdo de 10 ppm houve um
aumento aproximadamente de 7 vezes, em relagdo as areas obtidas com a energia de colisdo

a70eV.
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Figura 4.3 - Estudo da otimiza¢do das energias de colisdo para o analito AMPA. Em cima encontram-se os picos
cromatograficas que correspondem a concentragdo de 1 ppm e em baixo correspondem a concentracdo de 10
ppm. Do lado esquerdo encontram-se os picos cromatograficos com as energias de colisdo elevadas e do lado

direito encontra-se a proposta com as energias de colisdo mais baixas.

Uma das explicagdes para este fendmeno encontrada na literatura, é que o aumento da
energia de colisdo podera favorecer a fragmentacdo indesejada dos ides [127]. Ora, isto pode
resultar na perda de sinal analitico quando a energia de colisdo aplicada ndo se adequa ao
perfil dos ides ressonantes [127]. Concluiu-se entdo que ao estabelecer energias de coliséo
mais baixas para o analito AMPA, possibilitam uma maior intensidade de sinal.

Por fim, na Figura 4.4 encontram-se os picos cromatograficos obtidos para ambos os
analitos através da injecao do padrao a concentragcdo de 0,1 ppm para as condi¢des 6timas do

equipamento, descritas no capitulo 3.6.
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Figura 4.4 - Representacdo dos picos cromatograficos obtidos para o AMPA (esquerda) e para o glufosinato (di-
reita) para uma concentracao de 0,1 ppm (0,1ug/ml).

4.3 Otimizacao dos parametros da extracao

4.3.1 Estabilidade das solu¢des de trabalho

Segundo o método QuPPe elaborado por Anastassiades et a/ as solu¢des de trabalho
apresentam uma validade de seis meses [16]. Porém, estudos previamente realizados no la-
boratério da SGS apontam que a validade destas solu¢des é bastante inferior, pois é possivel
observar sinais de degradacao do padrao através da deterioracdo dos resultados.

Foram entéo realizados estudos de estabilidade das solu¢des de trabalho para confir-
mar se isto realmente se verifica. Optou-se por estudar apenas a solucado de trabalho 3, pois
€ a que apresenta a menor concentragao de padrdo, 1 ppm, pelo que se considerou que esta
seria a mais instavel. No dia 27 de junho de 2022 preparou-se as solugdes de trabalho como
mencionado no capitulo 3.3, e procedeu-se a injecdo da solucdo de trabalho 3 no equipa-
mento. Apds a analise a solucdo de trabalho, esta foi armazenada no frigorifico a 6°C. Passa-
das sensivelmente duas semanas, no dia 11 de julho de 2022 procedeu-se novamente a in-
jecao da solucao de trabalho 3, preparada no dia 26 de junho. Na Figura 4.5 encontra-se a
representacdo dos picos cromatograficos obtidos durante o estudo de estabilidade, sendo
que visualmente verifica-se uma diminui¢do no sinal analitico para ambos os analitos.

Na Tabela 4.2 encontram-se os resultados obtidos das areas dos picos cromatograficas

em ambos os dias da analise. Verificou-se entdo que existe uma diminuicdo do sinal analitico
passado duas semanas da preparacao da solugdo de trabalho, pelo que a degradagao do pa-

drao é mais significativa para o AMPA.
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Figura 4.5 - Estudo da estabilidade da solucdo de trabalho 3, com a concentracédo de 1 ppm, para o AMPA (cima)
e para o glufosinato (baixo). Do lado esquerdo encontra-se o resultado da analise no dia 27 de junho de 2022 e
do lado direito no dia 11 de julho de 2022.

Tabela 4.2 - Resultados obtidos no estudo da estabilidade da solucédo de trabalho 3, com concentracdo de 1 ppm.

Area dos picos Area dos picos Diferenca

Analito cromatograficos = cromatograficos entre as
27-06 11-07 areas
AMPA 11 642 8828 -24%
Glufosinato 62 671 50716 -19%

Sendo que apenas houve possibilidade de avaliar a estabilidade nestes dois ensaios, €
importante referir que estes resultados podem ser influenciados por mais fatores como, a va-
riagdo da temperatura da coluna, o estado dos componentes do equipamento, a preparagao
das fases moveis, entre outros. No futuro, seria conveniente a realizacdo de mais ensaios para
se comparar mais dados e tirar conclusdes. Apesar de ndo ser correto concluir que esta reducao
no sinal analitico advém apenas da estabilidade do padrdo, optou-se por implementar a ela-
boracdo das solucdes de trabalho sempre que se pretende realizar um ensaio, de forma a

garantir a seguranca e viabilidade dos resultados.
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4.3.2 Estudo da etapa de redugao da temperatura dos extratos

Em relagdo a etapa do método de extracdo em que se congelam os extratos antes da
centrifugacgao, esta ja se encontra implementada no método de extracdo de residuos polares
no laboratoério da SGS, pelo que também aparece sugerida no método QuPPe [16]. Optou-se
por manter esta etapa no método de extracdo, pois ao operar a temperaturas baixas promove-
se a coagulagdo das proteinas, e posterior precipitacdo no fundo do tubo falcon, o que resulta
na obtencao de extratos mais limpos. Esta etapa é bastante importante especialmente para
matrizes que apresentam alguma dificuldade na etapa de filtragdo. Por consequéncia, ao in-
jetar extratos limpos, promove-se a reducdo do efeito matriz e protege-se a coluna de impu-
rezas das matrizes durante a analise.

Durante a realizacdo do presente trabalho foram realizados trés ensaios em que se variou
a duracgdo da etapa de congelacdo dos extratos, de forma a averiguar a sua influéncia no efeito
matriz.

Pelo que se observa na Tabela 4.3, ndo é possivel concluir uma relagao direta para todas
as matrizes e analitos. Com os resultados obtidos para a matriz de mirtilo com o AMPA e o
glufosinato e para a matriz de pimento vermelho com o AMPA, nao foi possivel comprovar
que mais tempo no congelador minimiza os efeitos matriz. A reducdo mais significativa do
efeito matriz nota-se quando os extratos sao colocados no congelador durante 5 horas, porém,
implementar um tempo tdo longo iria aumentar a duracao da etapa de extragao e aumentar
os custos da analise. Tendo em conta que a diferenca no efeito matriz entre a duracao de 2
horas e a duracao de apenas 30 minutos € minima, optou-se por manter a duragdo desta etapa

de apenas 30 minutos, de forma a minimizar o tempo da analise e os custos da analise.

Tabela 4.3 - Resultados do efeito matriz obtido durante o estudo da etapa de reducdo de temperatura dos extra-

tos.
Matriz Analito 5 horas 2 horas 30 min
AMPA -72% -83% -68%
Mirtilo

Glufosinato -16% -42% -29%
AMPA -48% -94% -84%

Pimento -
Glufosinato -57% -74% -87%

Posto isto, ndo é possivel afirmar que o tempo despendido no congelador é um fator

determinante. O fundamental desta etapa é a redugdo de temperatura dos extratos,
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promovendo a precipitagdo dos componentes da matriz que interferem com a analise, sendo

que, ndo compensa despender mais do que 30 minutos nesta etapa.

4.3.3 Estudo da etapa de dilui¢ao

Como referido no final do capitulo 2.1, a etapa de diluicdo é um método facil e de baixo
custo para reduzir os componentes que interferem com a analise e assim minimizar os efeitos
matriz, sem ser necessaria uma etapa de limpeza. A etapa de diluicdo é sugerida no método
QuPPe com a utilizacdo do solvente de extragdao metanol acidificado.

O trabalho elaborado por Adams et a/ sugere a utilizacdo de agua como solvente de
diluicdo, sendo esta uma opcao mais sustentavel e com menores custos associada [77]. Por
isso, no laboratério da SGS, testou-se a hipotese de utilizar &gua na etapa de diluicdo do ex-
trato, pois os analitos em estudo apresentam uma elevada solubilidade com agua, em compa-
racdo com solventes organicos.

Os resultados obtidos para a diluigdo em agua com um fator de 10 foram satisfatérios,
pois o sinal analitico manteve-se e os picos cromatograficos obtidos mantiveram a forma.
Posto isto, optou-se por implementar no método analitico a diluicdo do extrato em agua, em
vez de metanol acidificado, pois apesar de os resultados serem semelhantes, esta é uma me-

todologia mais verde e com menor custo.

4.4 Validacdao do método

De seqguida, serao apresentados os resultados obtidos durante a implementacao e va-
lidagdo do método analitico para a determinacao dos residuos polares AMPA e glufosinato em
frutos e vegetais por UHPLC-MS/MS, de acordo com os parametros de validacdo descritos nos
capitulos 2.3 e 3.7.

A metodologia seguida para a validacio do método teve como base o guia
SANTE/11312/2021 [110], elaborado pela Comissdao Europeia para a validacdo de metodolo-
gias na identificacdo de pesticidas e contaminantes, e os guias Relacre 13 [113] e Relacre 31
[118]. A implementagdo e validagdo do método realizou-se nas matrizes de mirtilo e pimento
vermelho, pois segundo as orienta¢des do guia SANTE/11312/2021 [110], basta validar os mé-

todos para um alimento de cada grupo alimentar.
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441 Gama de Trabalho e Linearidade

De forma a proceder a quantificacdo dos residuos de pesticidas em estudo nas amos-
tras alimentares, construiram-se curvas de calibracao que relacionam a resposta do equipa-
mento e a concentragdo do composto desejado.

Para o estabelecimento da gama de trabalho teve-se em consideragdo as recomenda-
¢des do guia SANTE/11312/2021 [110] e os LMR estabelecidos para o AMPA e glufosinato nos
regulamentos da Comissao Europeia 441/2012 [53] e 845/2015 [52]. Apesar do limite maximo
de residuos mais baixo destes dois analitos em alimentos ser de 0,1 mg/kg, como indicado na
Tabela 1.2, optou-se por validar o método para uma concentra¢do de 0,01 mg/kg, uma vez
que este é o LMR assumido por defeito pela unido europeia para residuos de pesticidas, e é
também o valor exigido na apresentacao de resultados pelos clientes da SGS. O limite superior
da gama de trabalho definiu-se como sendo 20 vezes o valor do limite inferior da gama de
trabalho, 0,2 mg/kg, conforme o guia SANTE/11312/2021 [110].

Avaliou-se a linearidade do método através da construcao das curvas de calibracdo em
matriz, constituidas por seis pontos distribuidos ao longo da gama de concentragdes referida
anteriormente. Na Figura 4.6, apresentam-se as curvas de calibracdo, para ambos os compos-
tos de interesse, nas matrizes estudadas. No Apéndice A, encontram-se os dados utilizados na
elaboracao das curvas de calibracao.

A linearidade das curvas de calibracdo foi avaliada através do Método dos Minimos
Quadrados, pois € o método que melhor se ajusta aos pontos experimentais obtidos. Para a
utilizacdo deste método pressupdem-se que os erros tém uma distribuicdo normal e que existe
homogeneidade de variancias ao longo da gama. Através deste método, foi possivel calcular
o coeficiente de variacdo do método para cada uma das retas analisadas, sendo que este deve
ser inferior a 10%.

Na Tabela 4.4. apresentam-se os coeficientes de correlagdo e de determinacao para a
gama de trabalho definida, assim como a sensibilidade das curvas de calibragdo e o coeficiente

de variagdo do método.
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Figura 4.6 - Representacdo grafica das retas de calibragdo de: AMPA na Matriz Mirtilo (A), Glufosinato na Matriz
Mirtilo (B), AMPA na Matriz Pimento (C), Glufosinato na Matriz Pimento (D).

Tabela 4.4 - Coeficiente de correlagao, Coeficiente de determinacgdo, Sensibilidade, Gama de trabalho e Coefici-

ente de variagdo do método.

AMPA Glufosinato
Mirtilo Pimento Mirtilo Pimento
Coeficiente de correlagdo (R) 0,9995 0,9998 0,9999 0,9992
Coeficiente de determinacéo (R ?) 0,9989 0,9996 0,9999 0,9984
Sensibilidade (e) 17 227 53 225 289 564 55 284
Gama de trabalho (ug/ml) 0,005 -0,1
Coeficiente de variagdo do método (CVm) % 3,12 1.8 1,17 39
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Com base na Tabela 4.4, é possivel observar que os coeficientes de correlacdo sao su-
periores ao critério estabelecido de 0,995, e que os coeficientes de variagdo do método séo
inferiores a 4%. Como a apreciagao do coeficiente de correlagdo por si s6 ndo garante a exis-
téncia de linearidade no método, sendo este apenas um bom indicador de correlagdo entre os
dados, foi necessario recorrer a outros testes estatisticos referidos no guias Relacre 13 [113] e
SANTE/11312/2021 [110].

Primeiramente, avaliou-se a escolha da gama de trabalho através do estudo da homo-
geneidade de variancias. Os resultados encontram-se na Tabela 4.5. Uma vez que o valor de
teste é inferior ao valor tabelado de Fischer-Snedecor para um nivel de confianca de 99% e 9
graus de liberdade, comprova-se que ndo existem diferencas significativas entre as variancias,
pelo que pode-se afirmar que existe homogeneidade de variancias na gama de trabalho estu-
dada.

Tabela 4.5 - Teste de homogeneidade de variancias para as retas de calibracdo em Mirtilo e Pimento.

AMPA Glufosinato

Mirtilo Pimento Mirtilo Pimento
Concentragéo (ug/mL) 0,005 0,1 0,005 0,1 0,005 0,1 0,005 0,1
Média 166 777 190 396 215 5 065 478 5136
Variancia 3458 17503 4579 6049 6528 34273 14791 61493
Valor de teste (VT) 5,06 1,35 5,25 415
F (n1-1, n10-1, 99%) 5,35
Critério de aceitagdo VT<F

Apos a confirmagdo de que a gama de trabalho estava adequada, o primeiro teste es-
tatistico aplicado foi a analise de residuos, que permite avaliar se os residuos sao independen-
tes ou ndo. Através da Figura 4.7, observa-se que as representagdes graficas ndo apresentam
uma tendéncia especial, pois os pontos obtidos estdo dispostos de forma aleatéria em torno
do eixo do x. Os desvios entre os pontos experimentais e os pontos tedricos sdo inferiores ao
critério de aceitacdo de 10%, o que indica a existéncia de linearidade. Na Tabela A.5 encon-
tram-se os dados utilizados na construcao da Figura 4.7.

De seguida, avaliou-se a aplicacdo de um modelo de regressao linear através do teste
de Mandel. Na Tabela 4.6 encontram-se os valores de teste calculados e o valor tabelado da
distribuicdo de Fischer-Snedecor, para um intervalo de confianca de 95%. Observa-se que para
todas as curvas de calibragdo em estudo, o valor de teste é inferior ao valor tabelado, logo foi

possivel assumir uma funcao de calibracao linear.
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Figura 4.7 - Representacdo grafica da analise de residuos: AMPA na Matriz Mirtilo (A), Glufosinato na Matriz Mir-

tilo (B), AMPA na Matriz Pimento (C), Glufosinato na Matriz Pimento (D).

Tabela 4.6 - Resultados da aplicacdo do teste de Mandel.

Desvio padrdo ajuste linear, S y/x
Desvio padréo ajuste polinomial, S y?
Diferenca das variancias (DS?)

Valor de teste (VT)

F (1, N-3, 95%)

Critério de aceitacao

Mirtilo
23,75
27,38
7
0,01
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AMPA Glufosinato
Pimento Mirtilo Pimento
42,30 149,76 95,16
23,98 144,62 77,50
5433 26 968 18 204
9,45 1,29 3,03
10,13
VT<F



Por fim, aplicou-se também o teste de RIKILT, de forma a averiguar a aplicabilidade do
modelo de linearidade. Neste teste assume-se a linearidade das curvas de calibracdo se os
valores nao diferirem mais de 10%, pelo que o intervalo de aceitagdo dos valores obtidos situa-
se entre 0s 90 e 110%. Na Figura 4.8, apresentam-se os resultados obtidos, pelo que se verifica
que todos os pontos das retas de calibracdo em estudo cumprem o critério de aceitacdo. Nas

tabelas A.6 e A.7 encontram-se os dados utilizados na construcao da Figura 4.8.

115 115
110 110
105 o ® 105
= = A A
2100 ® i A A A
R P [ *
95 95 A
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90 90
85 85
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1
A Concentragdo (pg/mL) B Concentracgdo (pg/mL)
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110 110
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X = A
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= 100 ® =100 A
EN L L ° A
95 o 95
90 90 A
85 85
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1
C Concentracdo (pg/mL) D Concentracgdo (pg/mL)

Figura 4.8 - Representacdo grafica do teste de RIKILT: AMPA na Matriz Mirtilo (A), Glufosinato na Matriz Mirtilo
(B), AMPA na Matriz Pimento (C), Glufosinato na Matriz Pimento (D).

Na Tabela 4.7, apresenta-se um resumo dos resultados obtidos através da validacao da
gama de trabalho e da linearidade das retas de calibracdo em matriz para ambos analitos em
estudo. Apds a confirmagdo do cumprimento dos varios critérios de aceitagdo, conclui-se que

as quatro curvas de calibragdo obedecem aos requisitos de linearidade.
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Tabela 4.7 - Resumo dos resultados obtidos através da aplicacdo dos testes estatisticos para a validacdo da gama
de trabalho e linearidade do método

AMPA Glufosinato
Mirtilo Pimento Mirtilo Pimento

Teste Homogeneidade de 5,06 < 535 135 < 5,35 5,25 < 5,36 415 < 537
variancias (PG < F g9 %)

= ) 2
AnllE e lEsEes 6 [ -3,66: 4,56] [ -3,45: 7,99] [-3,83:696]  [-9,20:4,57]
[+10%)]
Teste de Mandel 0,01 < 10,13 9,45 < 10,13 129 <1013 3,03 < 10,13
(VT< F (1, N-3, 95%))

Teste de Rikilt (%)

[90-110 %] [93; 110] [95; 105] [95; 102] [91; 106]

44.2 Especificidade e Seletividade

De forma a avaliar se o método analitico é especifico e seletivo confirmou-se primeira-
mente a inexisténcia de interferentes na amostra em branco apenas com a injecdo de uma
amostra de solvente.

Para identificar o composto, definiu-se duas transi¢cdes especificas, uma transicdo quan-
tificadora e uma transicdo qualificador, para ambos os analitos de interesse. Na Figura 4.9, a
sobreposicao dos picos cromatograficos dos ides quantificadores e qualificadores garante a
especificidade do método, sendo que é possivel confirmar que a resposta analisada advém
apenas dos compostos de interesse, mesmo em matrizes complexas.

Foram também avaliados os tempos de retencdo para cada composto de interesse. E
importante referir que o tempo de retencdo pode variar ligeiramente com o tipo de matriz,
sendo este mais um fator de apoio a utilizacdo de curvas de calibracdo para cada matriz. Os
resultados que se encontram na Tabela 4.8 resultam do registo dos tempos de reten¢do da
analise das amostras em condi¢des de precisao intermédia ao nivel do LOQ, sendo esta a abor-
dagem considerada com maior variabilidade. Observa-se assim que o coeficiente de variagado
é inferior ao estabelecido, pelo que se comprova a seletividade e consisténcia do método ana-

litico.
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Figura 4.9 - Representacdo do cromatograma do ponto PC2, que corresponde a uma concentragdo de 0,1 pg/ml,
da reta de calibracdo em matrizz: AMPA na Matriz Mirtilo (A), Glufosinato na Matriz Mirtilo (B), AMPA na Matriz
Pimento (C), Glufosinato na Matriz Pimento (D)

Tabela 4.8 - Tempo de retencéo para 0,01 mg/kg

AMPA Glufosinato

Mirtilo Pimento Mirtilo Pimento
Média 0,61 0,67 0,87 0,81
Desvio Padrao 0,03 0,06 0,02 0,04
CVrr % 5,54 8,96 2,17 5,50

A especificidade e seletividade do método também pode ser avaliada através dos resul-
tados dos ensaios de recuperacao, pelo que se as percentagens de recuperacao permanecerem
entre o intervalo esperado e o coeficiente de variacao for inferior a 20%, pode-se concluir que
o método analitico é capaz de determinar o analito de interesse, sem interferéncias de outros
componentes que estejam presentes na Matriz. Os resultados do ensaio de recuperacao estao
mencionados mais a frente na Tabela 4.15.

Por fim, avaliou-se também a razdo idnica para ambos os compostos nas matrizes em

estudo. Na Tabela 4.9 apresentam-se os resultados obtidos, sendo que estes apresentam
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alguma variedade devido aos problemas com a deterioracdo da coluna Hypercarb. O efeito
matriz também influencia fortemente a razdo idnica. Contudo, concluiu-se que o método era

especifico e seletivo devido aos pontos apresentados anteriormente.

Tabela 4.9 - Resultados da Raz&o idnica

AMPA Glufosinato
Mirtilo Pimento Mirtilo Pimento

Média RI 10529 6526 148,16 122,62
Desvio Padrdo 16,81 11,06 23,43 18,90
CVri % 15,97 16,95 15,81 15,42

4.4.3 Limiares Analiticos

Os limiares analiticos de detegdo e quantificacdo calculados através do desvio padrao
residual das curvas de calibragdo, conforme explicado no capitulo 2.3.2.2, encontram-se na
Tabela 4.10. Para a analise destes resultados, € importante relembrar que uma leitura inferior

ao limite de detecdo ndo permite afirmar a auséncia do analito de interesse na amostra.

Tabela 4.10 - Célculo dos Limiares analiticos pelo desvio padrao residual da curva de calibragdo

AMPA Glufosinato
Mirtilo Pimento Mirtilo Pimento
LOD (mg/kg) 0,009 0,005 0,003 0,011
LOQ (mg/kg) 0,028 0,016 0,010 0,034

Através da analise da Tabela 4.10, observa-se que apenas a analise de glufosinato na
matriz de mirtilo, ndo apresenta um LOD e um LOQ superior ao padrao de menor concentragao
da gama de trabalho, 0,01 mg/kg.

Os limiares analiticos calculados através desta abordagem, normalmente, ndo séo inferi-
ores ao primeiro ponto da reta de calibracao, pelo que o critério ndao é cumprido. No entanto,
nao foi necessario proceder a alteracdes na gama de trabalho, pois é possivel confirmar expe-
rimentalmente que o LOQ do método cumpre o critério de aceitacdo, através de ensaios de

repetibilidade com amostras fortificadas com o padrdo de menor concentragao. Os resultados
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desta analise encontram-se na Tabela 4.11. No Apéndice B, encontram-se os dados utilizados
no calculo dos limiares analiticos. O coeficiente de variacdo cumpre o critério de aceitacao ao
ser inferior a 10%. Posto isto, afirma-se que o limite de detecao e o limite de quantificacdo do

método analitico correspondem a 0,003 e 0,010 mg/kg, respetivamente.

Tabela 4.11 - Célculo dos Limiares analiticos pela analise de brancos de matriz fortificados

AMPA Glufosinato

Mirtilo Pimento Mirtilo Pimento

LOD (mg/kg) 0,003 0,003 0,003 0,003
LOQ (mg/kg) 0,009 0,010 0,010 0,008
CV: (%) 9,250 9,786 9,933 7,678

444 Precisao

A precisao do método foi avaliada em condi¢des de repetibilidade e precisdo intermé-
dia, para as duas matrizes em estudo, mirtilo e pimento vermelho. A precisao do equipamento

foi avaliada em condicGes de repetibilidade também para ambas as matrizes.

Repetibilidade do equipamento

A repetibilidade do equipamento foi determinada com base na anélise de dez réplicas
do ensaio para o primeiro ponto de calibragdo, 0,01 mg/kg e para o ultimo ponto de calibragao,
0,2 mg/kg. Na Tabela 4.12 encontram-se os resultados obtidos para a repetibilidade do equi-
pamento para ambos os analitos nas matrizes em estudo. Os resultados completos encontram-

se no apéndice C.

Tabela 4.12 - Resumo dos resultados obtidos no estudo da repetibilidade do equipamento.

AMPA Glufosinato

Mirtilo Pimento Mirtilo Pimento
Concentracdo, mg/kg 0010 0200 0010 0200 0010 0200 0,010 0,200
Desvio padrao, S, 0,006 0,015 0002 0009 0002 0029 0,001 0,017
Média, x 0013 0,212 0,011 0206 0010 0,187 0010 0,206
Limite de repetibilidade, r 0,004 = 0,041 0004 0026 0004 0082 0004 0,046
CV. % 12,31 6,89 14,52 4,56 16,78 1560 13,58 8,04
Critério de aceitagdo CVr < 20%
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Através da analise da Tabela 4.12, observa-se que o coeficiente de variacdo tanto para
o AMPA como para o glufosinato é inferior ao critério de aceitacdo de 20%, pelo que é possivel
afirmar que a analise instrumental permite obter resultados precisos para ambas as matrizes.
Como era de se esperar, 0 equipamento apresenta uma maior precisdo a concentra¢cdes mais
elevadas, contando com coeficientes de variagdo entre 4,56% e 15,60%. Nas tabelas presentes

no apéndice C observa-se que o limite de repetibilidade é cumprido.

Repetibilidade do método

A repetibilidade do método foi analisada através da realizacdo de cinco ensaios de re-
cuperacao para dois niveis de fortificacdo, 0,01 e 0,05 mg/kg de AMPA e glufosinato para am-
bas as matrizes em estudo, pelo que os resultados completos se encontram no apéndice C. Na
Tabela 4.13 encontram-se os resultados obtidos para a repetibilidade do método para ambos
os analitos nas matrizes em estudo, pelo que se verifica que os coeficientes de variacao de
repetibilidade sdo inferiores a 20%, permitindo assim, afirmar que o método analitico apre-

senta boa repetibilidade. Novamente, o limite de repetibilidade é cumprido.

Tabela 4.13 - Resumo dos resultados obtidos no estudo da repetibilidade do método analitico.

AMPA Glufosinato

Mirtilo Pimento Mirtilo Pimento
Concentragdo, mg/kg 0,01 0,05 0,01 0,05 0,01 0,05 0,01 0,05
Desvio padrao, S, 0,001 0002 0,001 0002 0001 0004 0001 0,003
Média, x 0,010 0052 0,010 0,049 0,011 0049 0011 0,044
Limite de Repetibilidade, r 0,003 0005 0,004 0006 0003 0012 0001 0,009
CVgr, % 10,88 338 1387 405 1003 842 4,53 7,67
Critério de aceitagdo CVr < 20%

Precisdo intermédia

A precisao intermédia do método foi analisada através da realizacao de cinco ensaios
de fortificacdo para dois niveis, 0,01 e 0,05 mg/kg para cada matriz em dias diferentes, sendo
que o analista se manteve. Os resultados obtidos para a analise da preciséo intermédia do
método encontram-se resumidos na Tabela 4.14, pelo que se verifica que os coeficientes de
variacao da precisdo intermédia sdo inferiores a 20%, permitindo assim, afirmar que em con-
dicbes de precisao intermédia, o método permite obter resultados fiaveis. Como era esperado,
os resultados obtidos em condigdes de precisdo intermédia apresentam coeficientes de varia-

¢ao superiores aos obtidos em condicdes de repetibilidade.
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Tabela 4.14 - Resumo dos resultados obtidos no estudo da precisdo intermédia do método analitico.

AMPA Glufosinato
Mirtilo Pimento Mirtilo Pimento
Concentragdo, mg/kg 0,01 0,05 0,01 0,05 0,01 0,05 0,01 0,05
Média, x 0010 0052 0010 0,049 0,010 0,048 0011 0,047

Desvio padrao da Preci-
sdo Intermédia, Spi
Limite da precisao inter-

0,001 0003 0001 0002 0001 0,004 0001 0,005

0004 0010 0004 0006 0003 0,012 0002 0,013

média, Pl
CVp, % 13,54 6,40 14,01 4,59 11,49 8,94 7,39 9,54
Critério de aceitacdo CVp < 20%

445 Exatidao

Como referido anteriormente, a exatiddo do método foi avaliada através da realizacdo
de ensaios de recuperagdo com amostras fortificadas em dois niveis, 0,01 e 0,05 mg/kg, sendo
que o primeiro valor corresponde ao nivel do LOQ e o segundo corresponde a cinco vezes o
valor do LOQ. A taxa de recuperacao foi calculada através da equacdo 2.18. Na Tabela 4.15
apresenta-se o resumo dos resultados obtidos durante os ensaios de recuperacao, pelo que

os dados completos estdo disponiveis no apéndice D.

Tabela 4.15 - Resumo dos resultados obtidos na realizagdo dos ensaios de recuperacao.

AMPA Glufosinato
Mirtilo Pimento Mirtilo Pimento

Média, %R 100,2 98,3 98,4 102,2
Desvio padréo, Sgecup 10,8 10,0 10,1 11,6
%CV gecup 10,8 10,2 10,3 11,3
Taxa de Recuperagéo Minima (%) 73 72 85 82
Taxa de Recuperagdo Maxima (%) 115 116 118 119
Critério de aceitacao Recuperacdo entre 70 e 120%

Segundo o guia SANTE/11312/2021 [110], para aceitacao dos resultados, as percenta-
gens de recuperacao devem estar compreendidas entre 70 e 120%. Através da Tabela 4.15,
verifica-se que para o AMPA a percentagens de recuperagao sao entre 72 e 116% e, para o
glufosinato sao entre 82 e 119%, cumprindo assim o critério de aceitagdo imposto. Os coefici-
entes de variagdo dos resultados sdo também inferiores a 20%, o que comprova a baixa dis-

persao de resultados. Posto isto, fica entdo comprovada a capacidade do método em recuperar
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estes analitos nas matrizes estudadas. De uma maneira geral os resultados para os compostos
em analise foram relativamente satisfatorios, cumprido todos os critérios de aceitagdo para a

validacao.

4.4.6 Estimativa da Incerteza do Método

A estimativa da incerteza do método foi calculada através das equagdes descritas no
capitulo 2.3.5, através da abordagem baseada em dados obtidos durante a validagdo do mé-
todo analitico. Tendo por base os guias SANTE/11312/2021 [110] e Relacre 31 [118], o critério
de aceitagdo definido foi que a incerteza expandida deve ser inferior a 50%.

Na Tabela 4.16, encontram-se os resultados obtidos para as incertezas associadas a
precisao e exatidao, obtidas pelos ensaios de recuperagado, assim como a incerteza combinada
e a incerteza expandida. E importante referir que a incerteza do método foi apenas determi-

nada para o nivel do LOQ, tendo este sido considerado como o pior cenario.

Tabela 4.16 - Resultados obtidos na avaliacdo da incerteza expandida do método analitico.

AMPA Glufosinato
Mirtilo Pimento Mirtilo Pimento
Uprecisso (%) 13,06 13,79 11,54 8,14
Uexatidso (%) 3,98 4,29 3,66 2,83
Ucombinada (%) 13,65 14,44 12,11 8,62
Uexpandida (%) 27,31 28,87 24,21 17,23
Critério de aceitagdo Uexpandida (%) < 50 %

Através da analise da Tabela 4.16, observa-se que para ambos os analitos nas matrizes
em estudo, a incerteza expandida é inferior a 50%, pelo que cumprem o critério imposto. Ve-
rifica-se também uma maior incerteza no método na determinacao do AMPA, com uma incer-
teza expandida de 28,87%, quando comparada com o glufosinato, com uma incerteza expan-
dida de 24,21%. Uma das causas desta diferenca podera ter a ver com o AMPA ser um residuo
mais dificil de determinar devido ao seu tamanho reduzido, quando comparado ao do herbi-

cida glufosinato.
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4.4.7 Efeito Matriz

De forma a avaliar o efeito matriz, foram construidas as curvas de calibracdo em sol-
vente e em extrato das matrizes em estudo, conforme explicado nos capitulos 3.5.3 e 3.5.4. Os
dados obtidos para a elaboracdo da curva de calibragdo em solvente encontram-se no Apén-
dice A.

Na Figura 4.10 é possivel observar a representacdo grafica de ambas as curvas de cali-
bracao, pelo que se observa a supressao do sinal analitico da curva de calibragdo em matriz,

quando comparado com a curva de calibragdo em solvente.
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Figura 4.10 - Representacao gréafica do efeito Matrizz: AMPA na Matriz Mirtilo (A), Glufosinato na Matriz Mirtilo (B),
AMPA na Matriz Pimento (C), Glufosinato na Matriz Pimento (D).

Posto isto, procedeu-se ao calculo do efeito matriz através da equacao 2.7. Através da
analise da Tabela 4.17, confirma-se pelo sinal negativo do valor de efeito matriz que existe
supressao do sinal em ambas as matrizes. Pode-se concluir que por os valores obtidos serem

superiores a 20% tém impacto na analise, pelo que ndo podem ser desprezados. Para ambas
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as matrizes na analise de AMPA e na matriz de pimento vermelho na analise de glufosinato
verificam-se fortes efeitos matriz, segundo os resultados obtidos na Tabela 4.17.

Como referido no capitulo 2.2.3, e dada a indisponibilidade de utilizar IS-IL, de forma a
minimizar os efeitos matriz na andlise, as curvas de calibracdo devem ser realizadas em extratos

da matriz em estudo.

Tabela 4.17 - Resultados do calculo do Efeito Matriz.

AMPA Glufosinato
Mirtilo Pimento Mirtilo Pimento
Declive reta solvente 1,03 x 10° 4,10 x 10°
Declive reta extrato 1,72 x 10* 5,32 x 10* 2,90 x 10° 5,53x 10*
Efeito Matriz (%) -83,31 -48,45 -29,43 -86,53

ApOs a validagdo do método analitico, este podera ser utlizado em rotina no laboratério
da SGS. Procedeu-se assim a elaboracao da Especificacao Técnica de Servigo para determina-
cao de pesticidas polares e contaminantes pelo método de extragdo QuPPe modificado em

Frutos e Vegetais por LC-MS/MS, que se encontra no Apéndice E.
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CONCLUSOES E PROPOSTAS DE TRABALHO
FUTURO

A analise de residuos de pesticidas é realizada em varios laboratérios devido a neces-
sidade de existir um controlo rigoroso destes compostos nos alimentos. A presenca de resi-
duos de pesticidas em produtos alimentares apresenta impactos negativos na saide dos seres
humanos, sendo necessario desenvolver novas metodologias para promover a seguranca ali-
mentar e assegurar a confianga nos produtores.

A presente dissertacao teve como principal objetivo a implementacao e validacao do
método analitico para a determinagdo dos residuos polares AMPA e glufosinato em matrizes
alimentares de frutos e vegetais, por Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia acoplada a Es-
petrometria de Massa em tandem com ionizagdo em electrospray (UHPLC-ESI-MS/MS), no la-
boratério da SGS em Portugal.

Durante o desenvolvimento do método cromatografico, ndo foi possivel encontrar as
condigbes 6timas para utilizar a coluna que opera no modo HILIC, sendo que no final optou-
se pela coluna Hypercarb. No estudo da otimizagédo das energias de colisao, para introduzir no
equipamento UHPLC-MS/MS, obtiveram-se resultados mais satisfatorios quando foram utili-
zadas energias de colisdo mais baixas, entre 17 e 36 eV. Durante a etapa de otimizacdo dos
parametros da extracao realizou-se um breve estudo da estabilidade das solucdes de trabalho.
Em duas semanas observou-se uma diminui¢do do sinal analitico de -25% para o AMPA e
-19% para o glufosinato, sendo que se concluiu que as solucdes de trabalho devem ser reali-
zadas sempre que se inicia um ensaio de quantificacao destes analitos.

Em relagdo ao estudo da redugdo de temperatura dos extratos, ndo foi possivel concluir
que o tempo despendido no congelador tem uma influéncia no efeito matriz, sendo apenas

possivel verificar que o fundamental é haver a reducdo da temperatura dos extratos e
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consequente precipitacdo dos componentes da matriz que interferem na analise. Posto isto,
optou-se pela duracao de 30 minutos de forma a minimizar o tempo de analise. Por fim, no
estudo da etapa de diluicdo implementou-se a diluicdo dos extratos em agua pois, apesar de
apresentar resultados semelhantes com o solvente de extracdo de metanol acidificado, esta é
uma opg¢ao mais sustentavel.

O método foi validado para duas matrizes representativas dos grupos alimentares re-
feridos, o mirtilo e o pimento vermelho. As curvas de calibragao foram elaboradas em matriz
e sdo constituidas por seis pontos distribuidos uniformemente ao longo da gama de trabalho
estipulada (0,01 - 0,2 mg/kg). A validade da gama de trabalho foi avaliada pelo estudo da
homogeneidade de variancias, pelo que se considerou valida. O método apresenta um coefi-
ciente de correlacao entre 0,9992 e 0,9999 e um coeficiente de variacdo do método de 3,9%.
Juntamente com a aplicagdo dos testes estatisticos de residuos, Mandel e Rikilt, comprovou-
se a linearidade do método.

Os limites de detecao e quantificagdo foram determinados por duas metodologias: a
partir da reta de calibracao, obtendo-se um LOD de 0,011 mg/kg e LOQ de 0,034 mg/kg, e
partir dos estudos de repetibilidade que se obteve um LOD de 0,003 mg/kg e um LOQ de 0,010
mg/kg. Considerou-se que a melhor estimativa para o calculo dos limiares analiticos seria atra-
vés do estudo de repetibilidade do padrdao de menor calibracao.

A precisdao do método foi avaliada em condicdes de repetibilidade e de precisdo inter-
média. Os coeficientes de variacao obtidos em condicbes de repetibilidade foram entre 3,38%
e 13,87% para o AMPA e entre 4,53% e 10,03% para o glufosinato. Em condi¢es de precisao
intermédia os coeficientes de variacao situam-se entre 4,59% e 14,01% para o AMPA e 7,39%
e 11,49% para o glufosinato. Como era esperado, os coeficientes de variacdo em condi¢des de
precisao intermédia sdo superiores aos obtidos em condi¢des de repetibilidade. A precisdo do
equipamento foi avaliada em condi¢des de repetibilidade, e obtiveram-se coeficientes de va-
riacao entre 4,56% e 14,52% para o AMPA e entre 8,04% e 16,78% para o glufosinato. Conclui-
se assim que a precisdo do método pois todos os coeficientes de variagdo obtidos sao inferi-
ores ao critério de aceitacao de 20%.

Em relacdo a exatiddo do método, esta foi avaliada através dos ensaios de recuperacao
pelo que se obtiveram taxas de recuperagao entre 72% e 116% para o analito AMPA e entre
82% e 119% para o glufosinato, cumprindo o critério de aceitagdo dos resultados. Provou-se
a seletividade e especificidade do método analitico através da observacdo da sobreposicao

dos picos cromatograficos dos ides quantificadores e qualificadores, da analise da variacao
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dos tempos de retengdo e da realizagdo dos ensaios de recuperacao. Por fim, a incerteza ex-
pandida do método foi de 29%, sendo inferior ao critério de aceitacdo de 50%.

Os efeitos de matriz obtidos foram entre -86,53% e -29,43%, pelo que o sinal negativo
confirma que existe supressdo do sinal em ambas as matrizes. Conclui-se que existem efeitos
de matriz significativos, sendo que para minimizar os efeitos matriz na analise, as curvas de
calibracao devem ser realizadas em extratos da matriz em estudo.

Em suma, os critérios necessarios para a validagdo do método desenvolvido foram cum-
pridos, pelo que se conclui que o objetivo principal foi bem-sucedido. A metodologia pode ser
implementada em rotina no laboratério da SGS, visto que demonstrou ser seletiva e especifica,
pelo que permite obter resultados viaveis, exatos e precisos.

Como perspetiva futura, sugere-se a avaliagdo de outras alternativas para a etapa de
limpeza, como os MIPs ou o SPE de quitosano para minimizar os efeitos de matriz significati-
vos. Em relagdo aos problemas observados na coluna Hypercarb, a utilizacdo de uma pré-co-
luna poderia evitar a degradacao da mesma, prolongando o seu tempo de vida. A participagdo
em ensaios interlaboratoriais e a utilizacdo de MCR devem ser propostos para aprofundar a
analise da exatiddo do método. Sugere-se também a avaliagcdo detalhada da robustez do me-

todo de forma a entender os fatores que detém maior influéncia.
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A

APENDICE: RETAS DE CALIBRACAO

As retas de calibracdo em matriz foram elaboradas a partir de seis pontos distribuidos
uniformemente ao longo da gama de trabalho estipulada. Na Tabela A.1 e na Tabela A.2 en-
contram-se os valores utilizados na constru¢do das curvas de calibracao para as matrizes de

mirtilo e pimento vermelho.

Tabela A.1 - Retas de Calibracdo para o AMPA para as matrizes de Mirtilo e Pimento.

Pontos de Concentragdo Sinal do Analito
calibragéo pg/mL mg/kg Matriz Mirtilo Matriz Pimento

1 0,005 0,01 78 281

2 0,01 0,02 162 564

3 0,025 0,05 444 1279

4 0,05 0,1 824 2632

5 0,075 0,15 1314 3955

6 0,1 0,2 1707 5358

Tabela A.2 - Retas de Calibracdo para o glufosinato para as matrizes de Mirtilo e Pimento.

Pontos de Concentragdo Sinal do Analito
calibracéo ng/mL mg/kg Matriz Mirtilo Matriz Pimento
1 0,005 0,01 1462 284
2 0,01 0,02 2707 498
3 0,025 0,05 7302 1316
4 0,05 0,1 14 246 2 886
5 0,075 0,15 21534 4211
6 0,1 0,2 28 998 5429
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Tabela A.3 - Resultados obtidos pela aplicacdo do método minimo dos quadrados para ambos os analitos.

Coeficiente de correlacgéo (R)

Coeficiente de determinacéo (R ?)
Sensibilidade (e)

Desvio padrao residual da Reta (Sy/x)
Desvio padrao do declive (S b)

Desvio padrao da ordenada na origem (S a)
Desvio padrdo do método (S m)

Coeficiente de variagdo do método (CVm) %

AMPA
Mirtilo Pimento
0,9995 0,9998
0,9989 0,9996
17 227 53 225

24 42
280 500
16 28
0,0014 0,0008
3,12 1,8

Glufosinato
Mirtilo Pimento
0,9999 0,9992
0,9999 0,9984

289 564 55284

150 95
1769 1124
99 63

0,0005 0,0017

1,17

39

Apesar da quantificagdo realizar-se através das curvas de calibracdo em matriz, foi ne-

cessario elaborar as curvas de calibracdo em solvente para averiguar o efeito matriz. Na Tabela

A.4 encontram-se os resultados das areas dos picos cromatograficos obtidos.

Tabela A.4 - Curvas de calibracdo em solvente para o AMPA e glufosinato.

Pontos de Concentragao

calibracao ng/mL ma/kg
1 0,005 0,01
2 0,01 0,02
3 0,025 0,05
4 0,05 0,1
5 0,075 0,15
6 0,1 0,2

Areas obtidas

AMPA
449
882

2320

4635

7 479

10 297

Glufosinato

1509
3283
8 256
18 668
30 690
39 699

Durante a validagdo da linearidade do método aplicaram-se os testes de residuos e de

Rikilt. Nas tabelas A.5, A.6 e A.7 encontram-se os valores obtidos que foram utilizados para a

obtencao das figuras 4.7 e 4.8.
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Tabela A.5 - Resultados obtidos na andlise de residuos para o analito AMPA e glufosinato

Anélise de Concentragéo AMPA Glufosinato
Residuos (g/ml) Mirtlo  Pimento  Mirtlo  Pimento
1 0,005 -2,65 7,99 6,96 4,39
2 0,010 -2,56 7,16 -3,83 -9,20
3 0,025 4,56 -3,45 2,01 -4,48
4 0,050 -3,66 -0,88 -1,05 4,57
5 0,075 2,18 -0,78 -0,47 1,67
6 0,100 -0,56 -0,78 0,42 -1,72

Tabela A.6 - Resultados obtidos pelo Teste de Rikilt para o analito AMPA

AMPA
Teste de Concentracio Mirtilo Pimento
Rikilt (ng/mL) yi/xi % yi/xi yi/xi % yi/xi
1 0,005 15 600 93 56 200 104
2 0,010 16 200 97 56 400 105
3 0,025 17 760 106 51160 95
4 0,050 16 480 98 52 640 98
5 0,075 17 520 104 52 733 98
6 0,100 17 070 102 53 580 100
Fator de resposta (FR) médio 16 772 53 786
Desvio Padrao do FR 826 2099
CVrr (%) 492 3,90

Tabela A.7 - Resultados obtidos pelo Teste de Rikilt para o analito glufosinato

Glufosinato
Teste de Concentragdo Mirtilo Pimento
Rikilt (ng/mL) yi/xi % yi/xi yi/xi % yi/xi

1 0,005 292 400 102 56 800 104
2 0,010 270 700 95 49 800 91
3 0,025 292 080 102 52 640 96
4 0,050 284 920 100 57 720 106
5 0,075 287 120 100 56 147 103
6 0,100 289 980 101 54 290 99

Fator de resposta (FR) médio 286 200 54 566

Desvio Padrao do FR 8125 2 964

CVrR (%) 2,84 543
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APENDICE: LIMIARES ANALITICOS

Os limiares analiticos de detecao e quantificacdo calculados através da analise de 9
amostras fortificadas com o padrao de menor concentracdo, que corresponde a 0,01 mg/kg,

conforme explicado no subcapitulo 2.3.2.2.

Tabela B.1 - Dados obtidos durante os ensaios de recuperacdo para determinar os limiares analiticos de detecdo e
quantificacdo experimentais.

Andlise da Concentragdo estimada, mg/kg
Fortificada AMPA Glufosinato
nivel 1 Mirtilo Pimento Mirtilo Pimento
1 0,009 0,011 0,010 0,011
2 0,011 0,011 0,011 0,011
3 0,010 0,011 0,011 0,010
4 0,010 0,011 0,009 0,011
5 0,010 0,010 0,011 0,011
6 0,009 0,008 0,010 0,009
7 0,011 0,011 0,009 0,012
8 0,009 0,010 0,010 0,012
9 0,010 0,008 0,009 0,011
Média 0,010 0,010 0,010 0,011
E:;“r’g; 00009 00010 0,001 0,001
CV (%) 9,250 9,786 9,933 7,678
LOD, mg/kg 0,003 0,003 0,003 0,003
LOQ, mg/kg 0,009 0,010 0,010 0,008

107






C

APENDICE: PRECISAO

Tabela C.1- Resultados obtidos durante o estudo da repetibilidade do equipamento para o analito AMPA na ma-

triz de Mirtilo
Marize ST doastids  (x®) Desio | wédia Repetbll. | v
(mg/kg) x; (mg/kg) dade, r
0,012 0,000
0,011 0,002
0,013 0,001
0,011 0,001
0,011 0,002
0,010 0014 0,001 0,002 0,013 0,004 12,31
0,013 0,001
0,012 0,000
0,012 0,000
Mirtilo - 0,016 0,003
AMPA 0,205 0,007
0,222 0,010
0,216 0,003
0,230 0,018
0,196 0,016
0,200 0211 0,001 0,015 0,212 0,041 6,89
0,181 0,031
0,224 0,012
0,218 0,006
0,217 0,005
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Tabela C.2 - Resultados obtidos durante o estudo da repetibilidade do equipamento para o analito AMPA na ma-

Matriz e Concelnjcragao
Analito tedrica
(mg/kg)
0,010
Pimento
- AMPA
0,200

triz de Pimento vermelho

Concentra-

cao obtida,

x; (mg/kg)
0,010
0,010
0,012
0,012
0,012
0,010
0,013
0,008
0,010
0,008
0,202
0,216
0,193
0,208
0,219
0,198
0,211
0,198
0,198
0,218

Desvio @ Média,

(x; -x) padrdo X

0,0005
0,0005
0,0011
0,0011
0,0011
0,0005
0,0027
0,0021
0,0005
0,0021
0,0047
0,0098
0,0127
0,0018
0,0130
0,0079
0,0050
0,0079
0,0079
0,0114

0,0015 0,011

0,0094 0,206

Limite de
Repetibi- CV%
lidade, r
0,004 14,52
0,026 4,56

Tabela C.3 - Resultados obtidos durante o estudo da repetibilidade do equipamento para o analito Glufosinato na

Matriz e
Analito

Mirtilo -
Glufosinato

Concentra-
¢ao tedrica
(mg/kg)

0,010

Concentra-
¢do obtida,
x; (mg/kg)

0,008
0,011
0,010
0,009

matriz de Mirtilo

Desvio Média,

(x; -x)

padrao
0,002
0,001
0,0016 0,010
0,001
0,0003
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Limite de
Repetibili- CV%
dade, r
0,004 16,78



Tabela C.3 - Resultados obtidos durante o estudo da repetibilidade do equipamento para o analito Glufosinato na

matriz de Mirtilo (continuacao)

. Concentra-  Concentra- . . Limite de
Matriz e N L. - . _ Desvio Média, e o
Analito cdotedrica  cdo obtida, (x;-x) padriio = Repetibili- CV%
(mg/kg) x; (mg/kg) dade, r
0,009 0,0002
0,013 0,004
0,009 0,001
0,010 0,0016 0,010 0,004 16,78
0,009 0,001
0,009 0,0004
0,008 0,002
0,217 0,030
Mirtilo - 0,180 0,007
Glufosinato 0,160 0,027
0,214 0,027
0,225 0,038
0,200 0,0292 0,187 0,082 15,60
0,175 0,012
0,183 0,004
0,215 0,028
0,148 0,039
0,151 0,036

Tabela C.4 - Resultados obtidos durante o estudo da repetibilidade do equipamento para o analito Glufosinato na

matriz de Pimento vermelho.

Matriz e C? ncerlmt!'a- C~o ncenicra- _ Desvio Média, Limite. de
Analito cao tedrica ¢do obtida, (x; -x) padrio - Repetibili- CV%
(mg/kg) x; (mg/kg) dade, r
0,012 0,0018
0,009 0,0005
0,010 0,0000
0,007 0,0025
Pimento - 0,010 20l 00011 0013 0010 0,004 13,58
Glufosinato 0,010 0,0003
0,008 0,0018
0,011 0,0008
0,011 0,0010
0,010 0,0002
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Tabela C.4 - Resultados obtidos durante o estudo da repetibilidade do equipamento para o analito Glufosinato na

Matriz e
Analito

Pimento -
Glufosinato

Concentra-
cdo tedrica
(mg/kg)

0,200

matriz de Pimento vermelho (continuacao)

Concentra-

cao obtida,

x; (mg/kg)
0,200
0,201
0,240
0,194
0,196
0,234
0,203
0,197
0,193
0,204

(x;-x)

0,0065
0,0054
0,0337
0,0121
0,0100
0,0274
0,0027
0,0092
0,0131
0,0020

Desvio
padrao

0,0166

Média,

X

0,206

Limite de
Repetibili-

dade, r

0,046

CV%

8,04

Tabela C.5 - Resultados obtidos durante o estudo da repetibilidade do método para o analito AMPA nas matrizes

Matriz e
Analito

Mirtilo -
AMPA

Pimento
- AMPA

Concentra-
cdo tedrica
(mg/kg)

0,010

0,050

0,010

0,050

Concentra-
¢ao obtida,
x; (mg/kg)

0,009
0,011
0,010
0,009
0,011
0,049
0,053
0,052
0,053
0,053
0,010
0,008
0,012
0,010
0,008
0,049
0,045
0,050
0,049
0,050

em estudo.

(x; -x)

0,0010
0,0011
0,0003
0,0010
0,0011
0,0030
0,0013
0,0001
0,0013
0,0006
0,0003
0,0013
0,0019
0,0003
0,0013
0,0000
0,0032
0,0016
0,0000
0,0016
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Desvio
padrao

0,0011

0,0018

0,0013

0,0018

Média

X

0,010

0,052

0,010

0,052

Limite de
Repetibili-
dade, r

0,003

0,005

0,004

0,005

CV%

10,88

3,38

13,87

3,38



Tabela C.6 - Resultados obtidos durante o estudo da repetibilidade do método para o analito Glufosinato nas ma-

Concen-
Matriz e tracdo
Analito tedrica
(mg/kg)
0,010
Mirtilo -
Glufosinato
0,050
0,010
Pimento -
Glufosinato
0,050

trizes em estudo.

Concentra-

cdo obtida, (x;-x)

x; (mg/kg)
0,010 0,0006
0,011 0,0001
0,011 0,0007
0,009 0,0015
0,012 0,0012
0,052 0,0024
0,044 0,0052
0,051 0,0015
0,046 0,0034
0,054 0,0047
0,011 0,0004
0,011 0,0001
0,010 0,0007
0,011 0,0005
0,011 0,0003
0,042 0,0017
0,048 0,0038
0,042 0,0023
0,041 0,0033
0,048 0,0035

Desvio
padrdo

0,0011

0,0041

0,0005

0,0034

Média,

X

0,011

0,049

0,011

0,044

Limite de
Repetibili-
dade, r

0,003

0,012

0,001

0,009

CV%

10,03

8,42

4,53

7,67

Tabela C.7 - Resultados obtidos durante o estudo da precisdo intermédia através de ensaios de repetibilidade rea-

lizados em dois dias diferentes para o AMPA na matriz de mirtilo

Matriz - ia
Analito

Dia 1
Mirtilo -
AMPA

Dia 2

Conc
obtida
(mg/kg)
0,009
0,011
0,010
0,009
0,011
0,009
0,011
0,009
0,007
0,010

Conc
tedrica Média
(mg/kg)

0,010 0,010
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Desvio
padréo,
Spi

0,001

Limite da precisao
intermédia, Pi

0,004

CVp
(%)

13,54



Tabela C.7 - Resultados obtidos durante o estudo da precisdo intermédia através de ensaios de repetibili-

dade realizados em dois dias diferentes para o AMPA na matriz de mirtilo (continuacao)

Matriz - Dia oci)(:irlica t:gr?cca Média 225:;3 Limite da precisdo CVp
Analito P ! intermédia, Pi (%)

(mg/kg)  (mg/kg) Spi

0,049

0,053

Dia 1 0,052

0,053

Mirtilo - 0,053
AMPA 0,056
0,049

Dia 2 0,056

0,053

0,045

0,050 0,052 0,003 0,010 6,40

Tabela C.8 - Resultados obtidos durante o estudo da precisdo intermédia através de ensaios de repetibilidade rea-

lizados em dois dias diferentes para o AMPA na matriz de pimento vermelho.

Matriz - . Cop ¢ Cf)r)c - Desv~|o Limite da precisao CVpi
Analito Dia obtida teérica Média  padrdo, intermédia Pi %)
) (]

(mg/kg)  (mg/kg) Sl

0,011
0,007
Dia 1 0,011
0,011
0,011
0,010
0,008
Dia 2 0,012
0,010
0,008
0,052
0,049
Dia 1 0,052
0,047
0,047
0,047
0,045
Dia 2 0,050
0,049
0,050

0,010 0,010 0,001 0,004 14,01

Pi-
mento -
AMPA

0,050 0,049 0,002 0,006 4,59
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Tabela C.9 - Resultados obtidos durante o estudo da precisdo intermédia através de ensaios de repetibilidade rea-
lizados em dois dias diferentes para o Glufosinato na matriz de mirtilo.

. Conc Conc Desvio .. -
Matriz - . . L L1 - Limite da precisdo
Analito Dia obtida tedrica Média padréo, intermédia. Pi

(mg/kg)  (mg/kg) Sei '

0,010

0,011

Dia 1 0,011

0,009

0,012

0,011

0,010

Dia 2 0,009

0,010

Mirtilo - 0,008
Glufosinato 0,052
0,044

Dia 1 0,051

0,046

0,054

0,043

0,054

Dia 2 0,045

0,044

0,051

CVpi (%)

0,010 0,010 0,001 0,003 11,49

0,050 0,048 0,004 0,012 8,94

Tabela C.10 - Resultados obtidos durante o estudo da precisdo intermédia através de ensaios de repetibilidade

realizados em dois dias diferentes para o glufosinato na matriz de pimento vermelho.

Matriz - . Co.n c Cf)r)c 1 Desv~|o Limite da precisdo CVpi
Analito Dia obtida tedrica Média padréao, intermédia. P %)
, Pi )

(mg/kg)  (mg/kg) Sei '

0,011

0,011

Dia 1 0,010

0,011

Pimento - 0,011
Glufosinato 0,011
0,009

Dia 2 0,012

0,012

0,011

0,010 0,011 0,001 0,002 7,39
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Tabela C.10 - Resultados obtidos durante o estudo da precisdo intermédia através de ensaios de repetibili-

dade realizados em dois dias diferentes para o glufosinato na matriz de pimento vermelho. (continuacao)

Matriz - Dia o(;;:irlica t:gr?cca Média Z‘:}gg Limite da precisdo CVm
Analito P ! intermédia, P; (%)

(mg/kg)  (mg/kg) Spi

0,042

0,048

Dia 1 0,042

0,041

Pimento - 0,048
Glufosinato 0,045
0,052

Dia 2 0,053

0,050

0,052

0,050 0,047 0,005 0,013 9,54
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D

APENDICE: ENSAIOS DE RECUPERACAO

Os ensaios de recuperacao confirmam a exatidado e a seletividade e especificidade do
método analitico. Nas tabelas seguintes encontram-se os resultados obtidos para ambos os

analitos nas matrizes em estudo.

Tabela D.1 - Resultados dos ensaios de recuperacdo para o AMPA na matriz mirtilo.

Matri Concentragao Concentragdo = Percentagem de
atriz
esperada, mg/kg = obtida, mg/kg  recuperagdo, %
0,0090 90
0,0111 111
0,0097 97
0,0090 90
0,0111 111
0,01

0,0089 89
0,0115 115
0,0089 89

Mirtilo
0,0073 73
0,0098 98
0,0492 98
0,0534 107
0,0520 104

0,05

0,0534 107
0,0527 105
0,0564 113
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Tabela D.1 - Resultados dos ensaios de recuperacdo para o AMPA na matriz mirtilo (continuacdo)

Matriz Concentracao Concentragdo  Percentagem de
esperada, mg/kg = obtida, mg/kg  recuperagdo, %
0,0488 98
Mirtilo 0,05 00555 "
0,0530 106
0,0454 91
Média 100,2
Desvio padrao 10,8
CV% 10,78

Tabela D.2 - Resultados dos ensaios de recuperacdo para o AMPA na matriz pimento vermelho.

Matriz Concentracao Concentragdo  Percentagem de
esperada, mg/kg = obtida, mg/kg  recuperagdo, %
0,0107 107
0,0072 72
0,0107 107
0,0107 107
0,0107 107
0,01
0,0100 100
0,0084 84
0,0116 116
0,0100 100
0,0084 84
Pimento
0,0524 105
0,0489 98
0,0524 105
0,0472 94
0,0472 94
0,05
0,0486 97
0,0454 91
0,0503 101
0,0486 97
0,0503 101
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Tabela D.2 - Resultados dos ensaios de recuperacdo para o AMPA na matriz pimento vermelho (continuacao)
Matriz Concentragao Concentragdo  Percentagem de

esperada, mg/kg = obtida, mg/kg  recuperagdo, %

Média 98,3
Desvio padrao 10,0
CV% 10,2

Tabela D.3 - Resultados dos ensaios de recuperacdo do glufosinato para a matriz mirtilo.

Matriz Concentracéo Concentragdo  Percentagem de
esperada, mg/kg ~ obtida, mg/kg recuperacéo, %
0,010 99,4
0,011 106,9
0,011 112,4
0,009 90,9
0,012 117,7
0,01
0,011 113,0
0,010 96,8
0,009 86,7
0,010 95,4
0,008 84,9
Mirtilo
0,052 1031
0,044 87,9
0,051 101,4
0,046 91,5
0,054 107,6
0,05

0,043 85,7
0,054 107,6
0,045 90,1
0,044 88,1
0,051 101,7
Média 98,4

Desvio padrdo 10,1
V% 10,28
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Tabela D.4 - Resultados dos ensaios de recuperacdo para o glufosinato na matriz pimento vermelho.

Matriz Concentracao Concentragdo = Percentagem de
esperada, mg/kg obtida, mg/kg = recuperagdo, %
0,011 113,3
0,011 109,9
0,010 102,4
0,011 114,0
0,011 105,8
0,01
0,011 114,4
0,009 91,7
0,012 116,5
0,012 119,2
0,011 113,3
Pimento

0,042 84,8
0,048 95,7
0,042 83,5

0,041 81,6

005 0,048 95,2

0,045 90,1

0,052 103,3
0,053 105,1
0,050 100,9
0,052 104,3
Média 102,2

Desvio padrao 11,6
V% 11,31
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APENDICE: ESPECIFICACAO TECNICA DE SER-
VICO

Neste apéndice encontra-se a Especificacdo Técnica de Servico, elaborada no laboratério
da SGS, para determinacdo de pesticidas polares e contaminantes pelo método de extracao

QuPPe modificado em Frutos e Vegetais por LC-MS/MS.
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DETERMINACAD DE PESTICIDAS POLARES E CONTAMINANTES PELO METODO DE EXTRACED QUPPE EM

Especificagdo Técnica de Servigo

FRUTOS E VEGETAIS POR LC-MS/ M5

Cadige:
WVersao:
Diata:
Elaborado
[por:

Aprovado
oo

Quick Method for the Analysis of Mumerous Highly Polar
Pesticides in Food Involving Extraction with Acidified
Methanol and LC-MS/MS Measurement, Food of Plant

Origin (QuPPe-PO-Method) Versdo 12, 2021

S. Savini, M. Bandini, and A. Sannino, “An Improved,
and Sensiive Ultra-High-Perfformance  Liguid
Mass
Spectrometry Analysis for the Determination of Highly
Polar Pesticides and Contaminants in Processed Fruits
and Vegetables.,” J Agric Food Chem, vol. 67, no. 9, pp.

Rapid,
Chromatography-High-Resclution

Orbitrap

27162722, Mar. 2018

Regulamento (EL) N° 7522014

SANTEM1312/2021 - Guidance document on analytical
quality control and method validation procedures for
pesticide residues and analysis in food and feed.

PROCEDIMENTO

Metodo de extragdo — Contaminantes extraidos pelo método de
EURL, em amostras com teor de agua > 80% (ou entre 40-80%), e
baixo teor de gordura (eg. Frutos e Vegetais)

#*  Triturar a parte do produto adequada (consultar Reg. (EU) N?

TS22014).

«  Pesar 10 £ 0,1 g de amostra para um tubo de centrifuga de
50 mL.

*  Adicionar 8 amestra 10 mL de solvente de extragio metanol
acidificado.

*  Agitar 15 minutes no agitador rotativo.

+ Colocar os tubos de centrifuga no congelador a -20°C
durante 30 minutos.

+  Centrifugar durante 10 minutcs a S000 rpm.

+  Remover 1 mL do schrenadante para uma sennga.

+  Filtrar a amostra utilizando um filtro de 0,45 pm.

+*  Diluir em 1:10 a amastra em agua.

+  Analisar por LC-MSIMS

Usar luvas no manuseamento de todos os reagentes,
principalmente nos padrdes, de modo a ndo haver
contaminagdes direta no operador nem contaminagdes
cruzadas. O mesmo principic se  aplica ao
manuseamento das amostiras.

Consultar as fichas de seguranga de soluges de
padries de pesticidas, outros padrdes e de solventes
onde s2 encontram as medidas cormetas de agio.

Sempre que uma amostra esteja superior ao limite de
Iei, critério definido pelo cliente, ou houver um resultado
suspeito, a amosira deve ser repetida com uma nova
toma analitica diferente. Se os resultados ndo forem
concordantes, dever-se-a reanalisar a amosira, se
possivel com nova tituracio, de forma a garantir uma
maior homogeneidade da mesma.

Sempre gue os pontos de controlo ou outro tipo controlo
de qualidade utiizado ndo cumpram os critéros de
aceitacdo, o RT deverd ser alertade de modo a tomar
as agdes adequadas. Poder-se-a aceitar os resultados
das amostras do bafch analisade desde que
devidamente justificado.

impressao [ copia desie documento & considerada nao confrolada. devendo ser confimada a sua Aualizagao.

Confidencial. Todos os direitos reservados.
Naio & penmitida 3 enfrega deste documents ou comun

nicagio do seu conteddo a tercsinos, sem autorizacio da SG5.

Terha sempre presente os principios do nosse Codigo de Integridade e Conduta Profssional
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SGS

DETERMINACAD DE PESTICIDAS POLARES E CONTAMINANTES PELO METODO DE EXTRACAD QUPPE EM

Especificacdo Técnica de Servigo

FRUTOS E VEGETAIS POR LC-MS/MS

Equipamento/Material

Reagentes/Solugdes

- Agua ultrapura para HPLC & Millic

- Metanol {LC-MS)

- Acido farmico (grau: LC-MS, pureza 93%)
- Agido férmico (grau: Analysis, pureza 96%)

Equipamento/Material

- Moinho triturador

- Balanga analitica

- Agitador rotativo

- Tubos de centrifuga de 50 mL
- Cenfrifuga de mesa

- Seringas descartaveis

- Fiftros de 0,45 um

- LC-MS/MS (e.g. Elute UHPLC, bomba HPG 1300,
EVOQ LC-TQ Elite, com ionizagio em eletrospray &

analisar de massas do tipo triplo quadrupalo)

- Coluna cromatografica (e.g. Hypercarb 5 pm, 2,1x100

mmy}

Padries

- Padrio de acido aminomefilfosfonico (AMPA) (grau de

pureza adequado)

- Padrio de glufosinato (grau de pursza adequada)
- Padrdo de glifosato (grau de pureza adeguado)
- Padries dos analitcs a analisar com a pureza adequada.

CONDICOES CROMATOGRAFICAS

- LT

Temperatura da coluna — 40°C

Fase mdvel —Agua ultra-pura com 0,1% acido férmico (4) e
Metanol com 0,1% dcide fommico (B) (Ver informagdo
complementar — Fase mdvel LC-MSIMS)

Volume de injegiio - 25l

Método — glifosato 03-06-2022

Tempo (min) Fluxo {mL/min) Al%) B (%)
0,0 0,50 95 5
3.0 0,50 a5 5
4,0 0,50 2 98
6,0 0,50 2 98
6,1 0,50 95 5
7.5 0,50 95 5

Notas Procedimento:

*  Aordem de injegdo devera ser a seguinte:
o Solvente de extragéo

Reta calibragio

Padrdes de controlo (PC1 e PC2)

Branco

Recuperadas

Amostras (da matriz da amosira)

L = T« I = [ Y a |

Amostras
= Entre cada 20 amosiras
(maximo), efetuar
Controlo sensibilidade,
com padries de controloe
(PC1e PC2).
=  Injetar recuperadas e
amostras da mesma
matriz sequencialmente.
o Padrdes de controlo (PC1 e PC2)

Qualquer impressao [ copia deste documento & considerada nao controlada, devendo ser confimada a sua stualizagac.

Confidencial. Todos os dirsitos resenvados.

N3 & permitida a entrega deste documento ou comunicag3o do seu conteddo a tersinos, sem autorizacdo da SGS5.

Tenha sempre presante os principios do nosso Codigo de Integridade e Conduta Profissional
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SGS

Especificagio Tecnica de Servigo

DETERMINACEOD DE PESTICIDAS POLARES E CONTAMIMANTES PELO METODO DE EXTRACAD QUPPE EM

FRUTOS E VEGETALS POR LC-MS/MS

[———

- Preparagao da reta:
Em extrato da matriz da amostra diluida.
- Quantificagies de amostras:

As amostras dever3o ser quantificadas em retas da
mesma matriz gue a amosira a ser analisada.

Se a amostra for quantificavel'detetavel e a recuperada
N30 CUMPsT 05 criténos na reta em matriz igual a
amostra, dever-se-a quantificar a amostra pelo método de
adigio padrao.

Independentementes da forma de quantificacdo, sea
concentragdo da amosira for superior 3 gama de
trabalihve, dever-se-a diluir a amosta em matriz adequada,
de forma a quantificar a mesma na reta de calibragdo.
Poder-se-a recomer 3 quantificacdo a singleJdevel para
uma determinacio mais exata. Esta quantificaco deve
ser o mais cormeta possivel.

Sempre que justificavel dever-se-3 comigir o resultado 3
recuperagio.

Técnica de ionizagdo — ES| negativo

Modo de aguisipde MRM (as transighes podem ser
consuliadas na versao em vigor do metodo de agquisigao):
Os seguintes paramefros foram mantidos constantes durante
toda a aquisicao:

Temperatura do cone: 350°C:

Fluoo do gas do cone: 20 psi;

Temperatura da sonda: 400°C;

Fluxe do gas da sonda: 20 psi;

Fluoo do gas nebulizador: 50 psi;

Modo gas de exaustao: On;

IS (polaridade negativa): 4000V,

IS (polaridade positiva): 3500V,

L= = T = I = = = I = |

Anzlise de Brancos — Sera efetuada uma comida em
branco de solwente diariamente.

Anilise de Brancos de Extragiao — Devera ser
efetuada uma analise de brancos de extragio
diariamente.

Anilise de Duplicados - Fazer wma amostra em
duplicade por cada lote de amostas. A amosta
duplicads poders ser urna fortFicada.

Ensaios de Recuperagac — Fazer um ensaic de
recuperagao por cada matrz diferente (diferentes tipos
de amostras) no lote de amostras (preferencialmente e
sempre que possivel sobre wma amostra do mesmo
tipo, sem analito nativo).

Reta de calibragido — Fazer uma reta de calibragdo
diariamente. Preparar a reta e padries de controlo como
descrito na informagao complementar ou respetiva folha
de caloulo.

Qumlquer imprezsio / cipla deshe dooumenin & conskderads ndo sonfrolada, devendo sercomfimmada 3 sus shakzacin.

Confidencial Todcs of dineBos. ressnmdo.

Mlio & parmitids 8 Entnega deste documento ou comanicacSo do seu conteildo @ tereincs, s=m aiortacks ds 555
LCodioe de Iniegridsde & Conduts Profissions)

Tent sEmpne prasents os prncipios do nosso
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SGS

Especificagio Técnica de Servigo

DETERMINACAD DE PESTICIDAS POLARES E CONTAMINANTES PELO METODO DE EXTRACAD QUPPE EM

FRUTOS E VEGETAIS POR LC-MS/MS

§§§§E§§

- Limites de quantificagio e analitos:

Limite Maxime de Residues assumide por defeito pela
unido ewropeia para residucs de pesticidas: 0,01 mghkg
{0,005 pgimL)

Limite Maxime de Residues segundo os regulamentos da
Comissdo Europeia 4412012 e 8452015, para o AMPA,
glifosato e glufosinato: 0,1 mghkg (0.05 wgml)

Determinagdo  de  Pesticidas  Polares & oulros
contaminantes pelo método de extragdo QuFPe (Single-
methods), por comatografia  liquida acoplada a3
espectrometria de massa (Triplo Quadnepolo LC-MSMS)
em frutos e vegetais.

Calculos: A concentragio obtida na analise deve ser multiplicada pelo respetivo fator do métode. Tem de se ter em atenglo o
fator de diluigio utiizado durante a extragao. Caso ssja de 1:10 & necessario multiphcar a concentragao obtida por 10. Os caloules
s3o efetuados automaticamente na respetiva folha de controko de qualidade ou FCM.

Expressao dos resultados: pgml.

Para o clientz expressa-s= em mgkg.
O nmero de algarismios significativos deve estar de acordo com a incerteza do metodo.

Fator do método: 2

Adicionalmente, poder-se-3 ainda quantificar a amostra
atraves do método de adigio padrao.

Sempre que necessano, dever-se-3 comgr o resultado
a recuperacdo para obter um resultado mais cometo &
exato.

Controle de gqualidade - Os resultados destes
controlos serdo registados na respetiva folha de
controlo de qualidade.

Padries de Controlo - Devera em cada comida analisar
1 ou 2 pontos de controle (nicial e final da gama de
trabalhw). Os padrdes de controlo devem ser
preparados separadamente da reta de calibragio.

Qumiquer impressio § oopia deste documento & considerds ndo oonfrolada, devendo ser confirmada & sua ahakzscin.

Confidencial Todos os direfkos resenados.

Mo & permitida & entrega deste documento ou comenicacio do seu conteddo a ferrsios, sem auoiacio da S&E.
Codign ge Iniegrdyde & Conduty Profissional

Tenta sempre presents os principlos do nosso
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FRUTOS E VEGETAIS POR LC-MS/MS Agrmvade

Especificagio Técnica de Servigo vt
DETERMINACED DE PESTICIDAS POLARES E CONTAMINANTES PELO METODO DE EXTRACED CLUPPE EM Eabere

Fase movel LC-MS/MS
Fase A - Agua ulitra-pura +0,1% de acido formico — para 1L de gua ulra-pars disscbver 1000 pl de Scido formico (grau: LC-MS, pureza 809%)
Fase B — Metanol LC-MS +0,1% de acido farmico — para 1L de metanol dissclver 1000 pl de scido fémico (grau: LC-MS, pureza 99%)

Solvente de extragio: metanol acidificado
Mum baldo volumétrico de 200 ml adiciona-se 2 mL de acido famico (grau: Analysis, pureza 96%) e metanol LC-MS até perfazer o balSo. Poder-se-a dimensionar a quantidade de solucio

preparada desde que sejam mantidas proporgdes. O procedimento foi executade na hotte.

Solugbes padrao [stock e trabalho):

Solugdo stock de Contaminantes/Compostos individuais em Agua (1000 ppm): Preparar a solugio de acordo com o descrito na folha de preparacio de padries. O solvente utiizade
dewe ser agua. A solucdo deve ser ammazenada a 4°C. A solucdo deve ser preparada, comigindo & pureza e 3 forma do composto na substancia ativa. Consultar ficheiro de excel: “Preparacio
de Solugdes Stock ndwiduais Pesticidas — Single Methods™.

Solugdo trabalho (1) em Agua (100 ppm): Para um bal3o wvelumétmico de 5 mL adicionar 500 pL da 5&&50 stock 3 1000 ppm. e perfazer o volume com agua. Agitar vigorosamente, Poder-
se-3 dimensionar a selugdo segundo o volume que se for utlizar. Preparar sempre que se for efetuar o metodo de ensaio.

Solugdo trabalho (2) em ﬁma‘ﬁl] ppm): Para um baldo volumétrico de § mL adicionar 500 pl da solugde de trabalho (1) a 100 ppm, & perfazer o volume com agua. Agitar vigorosamente.
Poder-se-3 dimensionar a solucao segundo o volume que s for utilizar. Preparar sempre que se for efetuar o método de ensaio.

Solugdo trabalho (2) em Agua (1 ppm): Para um bal3io volumétrico de 5§ mL adicionar 500 pL da soluglo de trabalho (2)a 10 ppr, & perfazer o volume com dgua. Agitar wigorosamente.
Poder-se-3 dimensionar a solugdo segundo o volume que s for utilizar. Preparar sempre que se for efetuar o método de ensaio.

Quaiquer Impressio / copla decte documento & considerada n%o confrolada, devendo ser corfimmada & sua ahakzcio.

Confidencial Todos o5 direRos nesenados.

Mio & permitida a eninega deste documento ou comenicacio do seu contedoo a fereiros, sem Ao da SEE. Pag.al T
Tenfa sempre presente os principlos donosso Codigo ge Iniegadade = Conduty Profissional
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FRUTOS E VEGETALS POR LC-MS/MS

Reta de Calibragdo: Preparar as solucdes padrio no proprio dia de analise.

As retas de calbragdo devem ser preparadas no extrato de matriz previamente diuide em agua, com o fator de diluigSo 1:10. (Qu s=fa, 1 mL de extrato de matriz
diluido em 9 ml de agua).

Reta de calitracdo — 1 Mistura (solucdo Al Reta de calibracio — 2 Misturas (solucio A e solugio B
- 10,005 pgimL: pipetar & plL solugio de trabalho (3) + 995 pL de Matiz diuida. - PC1 - 0,005 pgimlL: pipetar 5 pL ST (3) A + 5 pl 5T (3} B + 990 pL de Matriz diluida. - PC1
- 0,010 pg/mL: pipetar 10 pL solugdo de trabalho (3) + 980 pL de Matriz diuida. - 0,010 pgiml- pipetar 10 pL ST (3} A + 10 pL 5T {3) B + 080 pl de Matriz diluida.
- 0,025 pg/mL: pipetar 25 pL solugdo de trabalho (3) + 975 pL de Matriz diuida. - 0,025 pgiml- pipetar 25 L ST (3} A + 25 pL 5T {3) B + B850 pl de Matriz diluida.
- 0,050 pg/mL: pipetar S0pL solugSo de trabalho (3] + 850 pl de Matriz diluida. - 0,050 pgémlL- pipetar 50 pl ST (3} A + 50 pL ST {3) B + 200 pl de Matriz diluida.
- 0,075 pg/mL: pipetar T0pL solugio de rabalho (3] + B25 pl de Matriz diluida. - 0,075 pgiml- pipetar 75 pl ST (3} A + 75 pL ST (3) B + B50 pL de Matriz diluida.
- 10,100 pgimL: pipetar 100pL solugdn de trabakho (3) + 800 pl de Matriz diluida. — PC2 - 0,100 pgimL: pipetar 100 pL ST {2) A & 100 pL ST (3} B + 800 pL de Matriz diuida. - PC2
Ensaio de recuperagao
1. Pesarcerca de 10ig £0.1 g de amostra para um fubo de centrifuga de 50 mL.
2 Pipetar 100 pL da solugdo de trabalho (2) de 100pgémL para o fubo de centrifuga com a amostra no caso de recuperadas de 0,01 mgikg (0,005 pgfmL)
3. Pipetar 500 pL da solugdo de trabalho (2) de 100pg/mL para o fubo de centrifuga com a amostra no caso de recuperadas de 0,05 mgikg (0,025 pgfmL)
4. Debar a solugdo padrio secar. Agitar bem a amestra (exemplo: 1 minuto no muitireax). Presseguir come deserito no procedimento.
5.

Importante! Nao esquecer de diuir com o mesma fator de diluicdo da amaosira, antes de injetar no equipamento LC-MSMS.

Cumbouer impressio / cépls deste documents & considerada n%o sonfrolada, devando serconfimmada 8 sus ahakzcia.
Confidencial Todos o direRos resenados.
e

& parmitids 3 enirega deste documento ou comanicacio do sy conteddo A fereins, sem sAotacs da SEE. Pag. &/ T
Tenta sempre presente o principlos do nosso Chdige de iniegadsds = Conduts Profissions]
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