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“O que hoje nao sabemos amanha saberemos.”
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RESUMO

O glifosato é o herbicida sistémico mais utilizado. Inicialmente considerado inofensivo,
a sua inocuidade tem sido questionada a medida que surgem estudos cientificos que relatam
efeitos negativos associados a sua exposicao. Atualmente a toxicidade do glifosato é contro-
versa na comunidade cientifica e entre entidades reguladoras. Submetido para reavaliagdo
pela EFSA, sé em 2022 sera conhecida a decisdo final, prevendo-se medidas mais restritas. O
desenvolvimento de métodos com elevada sensibilidade e reprodutibilidade é essencial para
se obterem resultados consistentes e fiaveis que fundamentem decisdes que transmitam se-
guranca. Com efeito, neste trabalho, foi desenvolvida e otimizada uma metodologia para
quantificacdo de glifosato em matrizes vegetais por Cromatografia Liquida de Ultra Elevada
Eficiéncia acoplada a Espetrometria de Massa em T7andem (UHPLC-MS/MS). O desenvolvi-
mento de um processo de extracao simples em combinagdo com a diluicao de 1:10 e conge-
lamento dos extratos das amostras, permitiu alcangar bons resultados cromatograficos. Simul-
taneamente, o priming da coluna Hypercarb com extrato de espinafres reduz o tempo de
retencdo, e melhora a forma dos picos cromatograficos. O método foi validado para morango
e curgete, de acordo com o guia SANTE/12682/2019 para a: linearidade, gama de trabalho,
repetibilidade, precisdao intermédia e exatiddo. O método apresenta boa linearidade
(R<0,9995), abrangendo uma gama de trabalho de 0,00500 pug/mL a 0,100 pg/mL, tendo limite
de detecdo (LD) de 0,00330 mg/kg e limite de quantificacao (LQ) de 0,0100 mg/kg. As matrizes
avaliadas apresentam uma taxa de recuperacao média de 93,1%, para o morango, e 86,6%
para a curgete. A repetibilidade e precisdo intermédia do método variaram entre 5,97 e 12,2%
e entre 10,2 e 15,7%, respetivamente. A incerteza do método foi inferior a 50%. Comprovou-
se que o método ¢é aplicavel para analises de rotina, visto ter sido possivel quantificar o gli-
fosato para valores inferiores ao LQ, com taxas de recuperacdo aceitaveis.

Palavras-chave: Glifosato, UHPLC-MS/MS, Validagdo de Métodos, Alimentos de origem vege-
tal
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ABSTRACT

Glyphosate is the most used systemic herbicide. Initially considered inoffensive, its harm-
lessness has been questioned as scientific studies report negative effects associated with its
exposure appear. Currently the toxicity of glyphosate is controversial in the scientific commu-
nity and among regulators. Submitted for reassessment by EFSA only on 2022 the final deci-
sion will be known, with more restricted measures being expected. The development of meth-
ods with high sensitivity and reproducibility is essential to achieve consistent and reliable re-
sults that support decisions that convey safety. Moreover, in this work, a method for quantifi-
cation of glyphosate in plant matrices was developed and optimized by Ultra High Perfor-
mance Liquid Chromatography coupled to Tandem Mass Spectrometry (UHPLC-MS/MS). The
development of a simple extraction process in combination with dilution of 1:10 and freezing
of the samples extracts, allowed good chromatographic results. Simultaneously, priming the
Hypercarb column with spinach extract reduced the retention time and improved the shape
of chromatographic peaks. The method was validated for strawberry and courgette, according
to the Guide SANTE/12682/2019 for: linearity, working range, repeatability, intermediate pre-
cision, and accuracy. The method has a good linearity (R<0.9995), covering a working range
from 0.00500 ug/mL to 0.100 ug/mL, with a detection limit (LD) of 0.00330 mg/kg and quan-
tification limit (LQ) of 0.0100 mg/kg. The evaluated matrices presented an average recovery
rate of 93.1% for strawberry, and 86.6% for courgette. Method repeatability and intermediate
precision ranged from 5.97 to 12.2% and between 10.2 and 15.7%, respectively. The uncer-
tainty of the method was less than 50%. It has been proved that the method is applicable to
routine analysis, as it was possible to quantify glyphosate for values lower than the LQ, with
an acceptable recoveries rate.

Keywords: Glyphosate, UHPLC-MS/MS, Method validation, Foods of plant origin

Xiii






1 ENQUADRAMENTO.....cocereiereerreensecnsascssasessesesssesesssesesssssesssssesssssesssssesssasesssssesssssesssssesssssesessesses 1
1.1 CONTEXTO E MOTIVAGAOD ..ottt bbb 1
1.2 OBJETIVOS....uuiiteiaeercmascesesess s sassssse s sasse s ssss s sssss s ssss s s as s ss s sssesssssssesasesssecsaes 5
1.3 ORGANIZACAO DO DOCUMENTO ...ttt sess s sessesssssessssssssssesssssassosssssssassssssnsassossssnsnes 6

2 INTRODUGAO ...ooeeeveveeeeeeesssessssasseesessssssssssssesssssssssasssssssssssssssssasssssssssssssassesssssssssssnesssssssssssssnsenesess 7
2.1 AEMPRESA ..ottt sse s 7

211 A HISEONA ettt bbb bbb 7
2.1.2 A SGS €M POIUGAN ..ot 9
2.1.3  Valores da EMPreSa..... e stssss s sse s s ssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnees 9
214 Area AQroaliMENtar........cccccccooooooooccceeeeeeeeeseecoeeeeeessssseseesesesssssssssessesssssessssessssssssmsseeeeesss 9
2.2 GLIFOSATO .ooueeteaneerceseeeasssssesse s sssse s sssse s ssss s ssss s sass s sss s sass s sass s ssssssssessasassessssssnens 11
221 A HiStOria do GHfOSAt0......cciueceeeireeieirecieie et 11
2.2.2 Composigdo e Agao do Herbicida Glifosato e seus Derivados...........ccocoeevrrnrinrennee 11
2.2.3  ULINIZAGCAO .ottt st 13
2.24  METADOIISIMO ..ot 14
2.2.5 Glifosato em Produtos AlIMENtares ... ssssssssssnns 17
226  CONtroVersia € LegiSIACA0 .......couuuuruuerumeeieiireceiseeiieceissecssse st ssesessssessssssesssessssesssenes 19
2.3 METODO DE EXTRACAO ...ttt st s st s sttt s s s s s ss s sassss s senassanaes 22
2.3.1  Preparacao dos padrdes de calibragao..........coccomrererrrerrenrineiesisesssessissesssesssesssssssnns 23
24 LCMS/MS ettt bbb e 25
2.4.1  Cromatografia Liquida de Elevada EfiCiENCIA .......coceveererreenrinrierisessensiesie s 25

iNDICE

XV



242  Espetrometria de Massa em 7andem (MS/MS)......onrnnrnssnsenssssssssssssesssssssnns 30

2.5 VALIDAGAOD ..ottt bbb b bbb 35
251 GamMa de trabalio ... 35
2.5.2  LINEANAAE ...ttt 36
2.5.3  Especificidade € SeletivVidade..........coocrinrinerinsieeisee e ss s 38
2.54 Limiares Analiticos: Limite de detecao e Limite de Quantificagdo ......cccccoevvrrernncee 39
2.5.5  PrECISE0....uiiieicieie ettt bbbt 40
2.5.6  EXAUIOE0 oottt bbb bbb 42
2.5 7 INCEITEZA ...ttt s s e 43

3 PARTE EXPERIMENTAL ..ot cnsesensesenssesesssesenssessssssssasesssssssssassssssssessassassssssssesssssssssses 47

3.1 IMATERIAL E REAGENTES ...ouiuumetmrissensseessesssesssesssesssesssesssse st s s s s ssses s sssessssesssesssnessssson 47
3.1.1  Material @ EQUIPAMENTO ...ttt sss s ssse s ss s sssssanes 47
3.T.2  AMOSTIAS ettt s 47
313 REAGENTES ..ottt 48

3.2 IMETODOLOGIA......ooeereereieeeese s essse s sssse st st sss e s ss s bbb ss e 50
3.2.T  EXTragao das AMOSIIAS.......oeirieieeieeiseiesessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssnees 50
3.2.2  ENSQIO A€ RECUPEIAGAD ...ttt sssssss s ssssssssssssssss s s sssssssssssassasssnnes 50
3.2.3  Retas de Calibragao €M MatliZ........coevriernieieirieieeiseis st sasssees 51
3.24 Reta de Calibragdo €m SOIVENTE ... 51
3.2.5  ANALISE LC-MS/MS ...ttt bt 51
3.2.6  VAlIAGCAO ... ittt 53

4 RESULTADOS E DISCUSSAOQ .....coomnnnreeerrreieeensssssssssssessssssssssssssssssssssssssnesssssssssssasnsesssssssssssanenens 55

4.1 OTIMIZAGCAO DO METODO .....ccoeoceeeeeeeeeeteese e esse e s s s s sessassasssss s sassansans 55
411 Otimizacao das Condigdes de LC-MS/MS.......cninneneiseineeissseseisesessssaseenns 55
412 Otimizagdo do MEtodo de EXIraGa0 ......coovuuriereeeieeeiieieeeeeseceeeisse s sssessssse s ssneens 58

4.2 VALIDACAO DO METODO ANALITICO ..ttt s s s ssnes s s ssnaes 64
421 Gama de Trabalho € LiN€aridade ... esee s ssseeens 64
422 Especificidade € Seletividade. ... ssss s sssssssssens 68

XVi



423 LIMHAIrES ANGITTICOS .ot reet e sesees e eseeses st sessas s ssesesasssesesssaesseseasassesseeas 70

A28 PrECISAO0. .ttt se s st sastesa st s e st esastesassssassssassesnssssnssesnssesas 71
425 EXQLIAAO ettt et sttt st ae e san e 73
426 Estimativa da Incerteza do MELOAO ... 74

43 APLICACAO A ANALISE DE ROTINA ...ttt ss s s s s 75
44 PERSPETIVAS FUTURAS .....ooveveeeeevevererereteteretesesesesesesesesesesesesesesesesesesesesesesesesesesesesesesesesesesesssesssssesesesssens 77

B CONCLUSAQ ..oooeeeeereereresesesessessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssess s 79
BIBLIOGRAFIA.........ceseeeesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssese 81
A, APENDICE: RETA EM SOLVENTE......ovvvvuuuuuuususssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassses 97
B. APENDICE: CURVAS DE CALIBRAGAO......comereeereesesssssessssmmsssssssssessssmmssesssssssssssmssesssssssssananns 101
C. APENDICE: RAZAO IONICA.........oooooeveeevereeeeenenesesesssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssseses 103
D. APENDICE: REPETIBILIDADE DO METODO.........oooeeeeeeeeeeeeeeesesseeeessesessessesssssssssssssssssssssssssssssssss 105
E. APENDICE: REPETIBILIDADE DO EQUIPAMENTO.......oooooeoeeeeeeeeeeeseeeeeeseeseessssssssssssssssssssssssssssses 109
F. APENDICE: PRECISAO INTERMEDIA ... 113
G. APENDICE: EXATIDAQ ...coovvveveeeereeereeeeesssssssssmssssssssssssssssssssssssssssssmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssese 117

XVii






INDICE DE FIGURAS

Figura 2.1 - Log6tipo da empresa SGS (SGS, 20200). ......rververrenreereseessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssness 7
Figura 2.2 - Cronograma de eventos na histdria da SGS (adaptado SGS, 2020d). .....ccocceermreermreeerneeeerseeeennnees 8
Figura 2.3 - Estrutura quimica do glifosato em 2D (A) e em 3D (B) (Obtido de PubChem, 2021). .......... 12

Figura 2.4 - Via do Shiquimato. O glifosato inibe o EPSP sintase interferindo na sintese de triptofano,
fenilalanina e tirosina, necessarias a sintese de proteinas e de outras biomoléculas. PEP -
Fosfoenolpiruvato; DAHP — 3-Deoxi-D-Arabino-Heptulosano 7-Fosfato; DHQ — 3-Dehidroquinato;
DHD - 3-Dehidroquinato Desidratase; SDH — Shiquimato Desidrogenase (adaptado de Maeda &
DUAAIEVA, 2072 ettt ettt sttt st st es et s st s st s e st s e st s eseasessaseseasestseseasestaseseaseseseseas 13

Figura 2.5 - Mapa com a distribuicdo geogréfica e estimativa do uso de glifosato em terrenos
agricolas dos EUA, em lb/mi? entre 1994 (A) e 2014 (B). (adaptado de Duke, 2018). .........cccoommmrrreeees 14

Figura 2.6 - Sumario dos efeitos toxicos do glifosato e herbicidas derivados na salde, que tém vindo a
ser reportados por diversos estudos (adaptado de Peillex & Pelletier, 2020).......ccccomvverrrrrnrrerernrenns 16

Figura 2.7 - Fluxograma resumido do método de extracdo QuPPe (adaptado de Anastassiades et a/,

Figura 2.8 - Representacdo esquematica de um sistema LC-MS/MS com um triplo quadrupolo como
analisador de massa (adaptado de Ostman, 2018). .....cooorrovvvveeeeeeeiseseeeeeeeeeeeeeeeesssssssssseeeesesssssessssssssssss 25

Figura 2.9 — Injetor em /oop. A — O Joop é carregado pela amostra, saindo o excesso pela porta do
desperdicio. Nesta posicdo o eluente atravessa a coluna. B — A rotacdo da valvula de injecdo num
angulo de 60°, em sentido contrario ao dos ponteiros do relégio, faz com que a amostra seja

injetada na coluna com alta pressao (adaptado de Harris, 20710). ...oocorreerrreermreermeerneereeereeseeeseeeseeeeeees 28

Figura 2.10 — Representagdo esquematica de uma fonte de ionizacdo £lectrospray, numa interface
com LC-MS. A amostra é encaminhada para a agulha do electrospray, aquecida, na qual é
aplicada uma diferenga de potencial que leva a evaporacao do liquido em spray. Durante este
processo observa o fendmeno de cone de 7aylor que consiste na deformacdo do liquido numa

forma eliptica, formando goticulas Carregadas. ... ssssssssssssssssess 32

Figura 2.11 - Representagao esquematica de um quadrupolo. A verde estdo representados os ides
precursores que entram no quadrupolo para sele¢cdo de um ido precursor com m/z especifico. A

selecdo dos ides é realizada através da definicdo de determinados potenciais de CC e de RF. Os

XiX



ides com trajetdria instavel chocam contra as hastes metélicas ndo sendo analisados pelo
AETETON. ..covv ettt eas st bbb e R e 33

Figura 2.12 - Representacdo esquematica de um triplo quadrupolo. A verde estdo representados os
ides precursores que entram no primeiro quadrupolo, Qi, onde héa selecdo de um ido precursor
especifico. O ido precursor segue para a célula de colisdo, gz, onde se da a fragmentacdo por
colisdo com um gas inerte, estando os fragmentos representados a amarelo, azul, roxo e
vermelho. Por fim, no terceiro quadrupolo, Qs, ha sele¢do dos ides produtos especificos............. 34

Figura 3.1 - Representacdo esquematica do método de extracdo desenvolvido. .......necerneeeeneecenns 50

Figura 4.1 - Representacao grafica exemplificativa dos efeitos da extracdo de uma amostra para
determinacao de glifosato, segundo um passo de limpeza com PSA+C18 (A) e PSA+GCB (B). 1 e
3 correspondem aos cromatogramas das transi¢des dos ides quantificadores e qualificadores,
FESPETIVAMENTE. ...ttt bbb bbb e e s e e 60

Figura 4.2 - Representacdo grafica das retas de calibragdo em morango (A) e em curgete (B), com
respetivas equagdes e coeficientes de determinagdo (R?), na gama de concentragdes de 0,00500 a
0,TO0 G/ MLttt s eees et ses et ses e ess e e ek bbb 66

Figura 4.3 - Representacdo grafica de um cromatograma obtido por anélise do padrao de controlo 2
(PC2) do glifosato numa amostra. O cromatograma superior corresponde ao sinal do analito
obtido segundo a transi¢do de 168,0—63,0, ido quantificador. O cromatograma inferior
corresponde ao cromatograma do ido qualificador com transi¢do 168,0—81,0........ccovcvrrecrmrrrnrrnnnns 69

Figura A. 1 - Retas de calibragdo em solvente, com respetiva equagao e coeficiente de determinacao
(R?), na gama de concentragdes de 0,00500 @ 0,100 UG/ML..c...vverrrvrvorierreriensessienessesesssssssessssssssssssenns 98

XX



INDICE DE TABELAS

Tabela 2.1 - Limites maximos de residuos de glifosato, em mg/kg, para frutas, vegetais e cereais, na
UE e em Portugal, de acordo com o Regulamento (UE) N.° 293/2013 (2013) e com o Decreto-Lei
N.© 233/2006 (2006), re@SPELIVAMENTE. .....oreureererrireieiseiseiesiseise e s 18

Tabela 3.1 — Ensaio de Recuperacédo: Niveis das amostras fortificadas, com concentracdo em pg/mL e
em mg/kg, e respetivo volume da solucao de trabalho 3 adicionado, em pL, para as amostras de
FIUTOS © VEGELAIS. «..ooeeceeceee ettt ettt ek e e e 51

Tabela 3.2 — Reta de calibracdo em extrato para matrizes de frutos e vegetais: Volumes, em pL, da
solucdo de trabalho 3 (1,00 pg/mL) e de extrato a adicionar ao via/para construcao da reta de
calibracdo nas matrizes de frutos e vegetais. Estd também indicada a concentragdo de glifosato
EIM CAAA PONTO. ..ottt bbb bbb bbb bbb bbbt s b st st st s s st ens 51

Tabela 3.3 - Condigoes de LC-MS/MS para a analise de GlIifoSato. ..........ccrnmrinnrvnnricnsrinesisseisesessssessssenens 53

Tabela 3.4 - Critérios de aceitacdo utilizados durante a validacdo do método analitico para os
parametros de linearidade, gama de trabalho, limite de quantificacdo, limite de detecéo, precisdo
intermédia, repetibilidade, exatiddo e incerteza. Os critérios de aceitacdo utilizados tiveram como
base o Guia RELACRE 13 (2000) e 0 Guia SANTE/12682/2019 (2019). ....cccneeruereemmeeriecrersecrerecerseeerens 54

Tabela 4.1 - Resumo dos estudos de otimizacdo das condi¢des de LC-MS/MS. Estéo identificados os
problemas, os estudos realizados, os resultados dos estudos de otimizacdo e a conclusdo face a

implementacdo ou N30, dos PONtOS OLIMIZAAOS. ... bbb 58

Tabela 4.2 - Resumo dos estudos de otimizacdo do método de extracdo. Estdo identificados os
problemas, os estudos realizados, os resultados dos estudos de otimiza¢do e a conclusédo face a

implementacdo ou N30, dos PONtOS OtIMIZAAOS. ... 62

Tabela 4.3 - Panorama dos métodos disponiveis na literatura para a determinagao do glifosato em
matrizes alimentares por LC-MS/MS, e respetivos parametros analiticos relevantes: matriz,
solvente de extracdo, utilizacdo de passo de limpeza, utilizacdo de derivatizacdo, limite de

quantificagdo (LQ) e percentagem de reCUPEragao (%R)......co..cmrirmriernrrennerinnssinnssssesssssssssssssssssssssssssness 63

Tabela 4.4 - Percentagem de efeito matriz (%ME) na matriz morango e na matriz curgete. Estdo

também apresentados os declives das retas de calibragao. ..o, 65

Tabela 4.5 — Estudo da homogeneidade de variancias para as retas de calibracdo em matriz de

morango e curgete. Estdo apresentados os dados referentes a concentracao do primeiro e Ultimo

XXi


file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/MTSA_Dissertação_MarianaRibeiro_ALL07.02.docx%23_Toc95244560
file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/MTSA_Dissertação_MarianaRibeiro_ALL07.02.docx%23_Toc95244560
file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/MTSA_Dissertação_MarianaRibeiro_ALL07.02.docx%23_Toc95244560
file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/MTSA_Dissertação_MarianaRibeiro_ALL07.02.docx%23_Toc95244560

padrdo de calibragdo, 0,00500 pg/mL e 0,100 ug/mL, respetivamente, bem como a média e as
variancias das areas dos picos para cada amostra. Na Ultima coluna esta apresentado o valor de
LT LI et LelUTE=To Lo TN (Y2 ) OO OO 66

Tabela 4.6 — Estudo da linearidade das retas de calibracdo nas matrizes morango e curgete, e
respetivas equacOes das retas de calibracdo. Estdo apresentados os valores obtidos para o
coeficiente de correlagdo (R), e para os parametros avaliados no teste de Mandef desvio-padrao
residual da reta de regressao linear (Sy/), desvio-padrao residual da regressao ndo-linear
(S(y/x)2), diferenca de variancias (DS?) e valor de teste (VT)......cowoereveosereeveseenessssesesssseesssssssesssssenns 67

Tabela 4.7 — Anélise dos residuais e para o teste de R/K/LT em cada ponto da gama de trabalho para
AS MALFZES MOTANGO € CUIGELE. ..ttt sttt sttt ss st et s s sb e ss st ensen 67

Tabela 4.8 - Sumario dos resultados obtidos na validagdo da gama de trabalho e da linearidade para
AS MALriZES MOTANGO € CUNGETE. ..ottt ettt ss sttt et et et 68

Tabela 4.9 - Razéo iénica média (RI), obtidos na analise de glifosato para as matrizes morango e
curgete, ao longo dos dois dias de andlise. Estdo também apresentados o respetivo desvios-
padrao (Sri) e coeficiente de Variagao (CVRI). o emreermriernriesssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssessssssssssssness 70

Tabela 4.10 — Estudo dos limiares analiticos para as matrizes morango e curgete, e respetivas
equagdes das retas de calibragdo. Estdo apresentados os declives da reta de calibracdo e desvios-
padrao residuais (Syx), assim como o limite de quantificagdo (LQ), em pg/mL, e o limite de

EtECA0 (LD), M UG/ /ML oottt ssssssss s ss sttt be s s bbbt st s 70

Tabela 4.11 - Resumo dos resultados obtidos para o estudo da repetibilidade do método, ao longo
dos dois dias de analise, para as amostras morango e curgete, fortificadas com 0,00500 e 0,0250
pg/mL de glifosato. Apresenta-se também a concentracdo média obtida (x), o desvio padréo de
repetibilidade (S)), limite de repetibilidade (r), a percentagem de repetibilidade (%r) e o
coeficiente de variacao de repetibilidade (CVi). ettt sttt sssssssssssssssnns 71

Tabela 4.12 - Resultados obtidos para o estudo da repetibilidade do equipamento para as matrizes
morango e curgete, fortificadas com 0,00500 e 0,0100 pg/mL de glifosato. Apresenta-se também
a concentracdo média obtida (x), o desvio padrao de repetibilidade (S,), limite de repetibilidade

(r), a percentagem de repetibilidade (%r) e o coeficiente de variacdo de repetibilidade (CV)...... 72

Tabela 4.13 - Resumo dos resultados obtidos para o estudo da precisdo intermédia nas matrizes
morango e curgete, fortificadas com 0,00500 e 0,0250 pg/mL de glifosato. Apresenta-se também
a média (x) das concentragdes obtidas experimentalmente, o desvio-padrao (Spi), a precisao

intermédia (Pl), a percentagem de precisdo intermédia (%Pl) e o coeficiente de variacdao da

PrecisA0 INLEIMEIA (CVRI). et sttt st st ss s st st bs s e b st 73

Tabela 4.14 — Concentracdo média obtida (ug/mL) e percentagem média de recuperagdo (%R) dos
ensaios de fortificacdo com 0,00500 e 0,0250 pg/mL de glifosato, para as matrizes morango e

curgete. Esta também apresentando o desvio-padrao (Sr) e o coeficiente de variacdo (CVg)........ 73

Tabela 4.15 - Componentes individuais das incertezas associadas a precisao, Uprecisio, € €xatidao, Uver,
do método analitico, obtidas pelos ensaios de recuperacdo nas matrizes em estudo, morango e

curgete. Apresenta-se também a incerteza combinada, u,, e a incerteza expandida, U.................. 74

XXii



Tabela 4.16 - Concentracdo de glifosato em ug/mL e mg/kg para as matrizes uvas e milho fresco,
enviadas pelos clientes da SGS para analise de rotina. ... esessseeesesssssssenes 75

Tabela 4.17 - Concentracao obtida (ug/mL) e percentagem de recuperagdo (%R) do ensaio de
fortificacdo com 0,00500 pg/mL de glifosato, para as matrizes uvas e milho fresco. Estd também
apresentando concentracdo na amostra Nativa (LG/ML). . sesssesssssssssseenes 76

Tabela A. 1 - Curva de calibragdo: Valores do sinal de analito obtidos ao longo da gama de
concentragdes (em pg/mL e mg/kg) estipulada, para 0 SOIVENTLE. ... 97

Tabela A. 2 - Estudo da linearidade da reta de calibracdo em solvente, e respetiva equacdo das. Estdo
apresentados os valores obtidos para o coeficiente de correlagdo (R), e para os parametros
avaliados no teste de Mandel desvio-padréo residual da reta de regressao linear (Sy), desvio-
padréo residual da regressao ndo-linear (S(y/x)2), diferenca de variancias (DS?) e valor de teste
(PG). ceeureeeeueeeeeeeeessseeees e ses e ees e es stk R 8RR E £ E R R R R 98

Tabela A. 3 - Analise dos residuais e para o teste de R/K/LTem cada ponto da gama de trabalho para a
FETA EIM SOIVENTE. «..oooreeeee ittt ssese sttt e e bbbt 98

Tabela B. 1 - Curva de calibragdo: Valores do sinal de analito obtidos ao longo da gama de
concentragoes (em pg/mL e mg/kg) estipulada, para 0 MOraNgO.......cocceeeeenereeeeseeereerereeeereeeeseeeenne 101

Tabela B. 2 - Curva de calibracdo: Valores do sinal de analito obtidos ao longo da gama de
concentragdes (em pg/mL e mg/kg) estipulada, para a CUrgete. ... nrronernneenneeennesessssessssesnseenns 101

Tabela C. 1 - Razdes idnicas (RI) dos padrées de calibragdo na matriz morango, com respetiva média,
RI, desvio-padrdo, Sr;, e coeficiente de variaGao, CVRI. ... ccerrieeeieesiecsiiesesssseesiseesisseessssessssnesesens 103

Tabela C. 2 - Razdes idnicas (RI) dos padrées de calibragdo na matriz curgete, com respetiva média, R],

desvio-padrao, S, € coeficiente de Variagao, CVRI. .. sssssssssssssssssssssssssssssssssssssnns 103

Tabela C. 3 - Razdo idnica para as amostras fortificadas de morango e de curgete, analisadas no

PIIMEITO QI@. weceeeerirerirciinceirecriseeiie i esse ittt sttt bbb st et sttt et 104

Tabela C. 4 - Razdo idnica para as amostras fortificadas de morango e de curgete, analisadas no

SEGUNAO I8, couveriierririeriercise e eee e eee st se et e st e e e e 8RR e et 104

Tabela D. 1 - Repetibilidade do método para as matrizes morango e curgete, fortificadas com 0,00500
e 0,0250 pg/mL de glifosato no dia 1. Estd também apresentada a concentragdo média obtida (x),
o desvio padrdo de repetibilidade (S)), limite de repetibilidade (r), a percentagem de

repetibilidade (%r) e para o coeficiente de variacdo de repetibilidade (CV))...cocorronnrrcnnrrcnnrrcnnrinnnens 106

Tabela D. 2 - Repetibilidade do método de extracdo para as matrizes morango e curgete, fortificadas
com 0,0050 e 0,025 pg/mL de glifosato no dia 2. Esta também apresentada a concentracdo
média obtida (x), o desvio padréo de repetibilidade (S), limite de repetibilidade (r), a
percentagem de repetibilidade (%r) e para o coeficiente de variagdo de repetibilidade (CV)..... 107

Tabela E. 1 - Estudo da repetibilidade do equipamento para a matriz morango, ao nivel do PC1,
0,00500 pg/mL, e do PC2, 0,100 pug/mL, de glifosato. Estd também apresentada a concentragdo
média obtida (x), o desvio padréo de repetibilidade (S), limite de repetibilidade (r), a
percentagem de repetibilidade (%r) e para o coeficiente de variagdo de repetibilidade (CVy).....110

Xxiii



Tabela E. 2 - Estudo da repetibilidade do equipamento para a matriz curgete, ao nivel do PC1, 0,00500
ug/mL, e do PC2, 0,100 pug/mL, de glifosato. Esta também apresentada a concentracdo média
obtida (x), o desvio padrdo de repetibilidade (S, limite de repetibilidade (r), a percentagem de
repetibilidade (%r) e para o coeficiente de variacdo de repetibilidade (CVy)...cocommronmronnrernnrernerennenens 111

Tabela F. 1 - Estudo da precisdo intermédia nos ensaios de fortificagdo com 0,00500 e 0,0250 ug/mL
de glifosato, na matriz morango. Estad também apresentada a média (x) das concentra¢bes
obtidas experimentalmente, o desvio-padrdo (Spi), a precisao intermédia (Pl), a percentagem de
precisdo intermédia (%Pl) e o coeficiente de variacdo da precisdo intermédia (CVp)). ...ccoovvrrrvenec. 114

Tabela F. 2 - Estudo da precisdo intermédia nos ensaios de fortificagdo com 0,00500 e 0,0250 pg/mL
de glifosato, na matriz curgete. Estd também apresentada a média (x) das concentra¢des obtidas
experimentalmente, o desvio-padrao (Sp), a precisdo intermédia (Pl), a percentagem de precisdo
intermédia (%PI) e o coeficiente de variacdo da precisdo intermédia (CVp))....ccocooevvrmrrenirnnrrsrrrennnns 115

Tabela G. 1 - Concentragdo obtida (ug/mL) e percentagem de recuperacao (%R) dos ensaios de
fortificacdo com 0,00500 e 0,0250 pg/mL de glifosato, para a matriz morango. Esta também
apresentada a taxa de recuperagdo média (%R), desvio-padrao (Sr) e coeficiente de variagdo
(CVR) - eereeeemreeeineeeiseesissee e asssss ettt b 48 4R R 118

Tabela G. 2 - Concentracdo obtida (ug/mL) e percentagem de recuperacdo (%R) dos ensaios de
fortificacdo com 0,00500 e 0,0250 pg/mL de glifosato, para a matriz curgete. Estd também
apresentada a taxa de recuperacdo média (%R), desvio-padrao (Sr) e coeficiente de variagdo
(CVR)-erreeeeereeeineeeiseesisse e sssseeses st s s £ 8RR 119

XXIV



INDICE DE EQUACOES

Equac&o 2.1 - Calculo da fracdo de massa, wg, em mg kg™, sendo que: Aico corresponde a area do
pico do pesticida; b corresponde a ordenada na origem da reta de calibracdo; m corresponde ao
declive da reta de calibragcdo; m, corresponde a massa da amostra pesada inicialmente; V¢
corresponde ao volume total do extrato da amostra; e Fmetodo COrresponde ao fator do método
UE € O QUOCIENTE ENTIE Vi € Ma. cooeieeriiriieriie sttt sttt sttt ss st ss st ss st nens 24

Equacdo 2.2 - Reta de calibragdo em matriz, em que: A ,ico corresponde do pico do pesticida m
corresponde ao declive da reta de calibragdo; b corresponde a ordenada na origem da reta de
calibracao; e Cpesticida COrresponde a contragdo dO PESLICIAA. v reeerreeeereereeee e eeseeeees e seeesssesesee 24

Equacgdo 2.3 — Equacdo de van Deemter para a altura de um prato tedrico, H, em que u corresponde a
velocidade de fluxo linear da fase moével (cm s7"); e A, B e C correspondem as constantes para
uma dada coluna e fase estacionaria para os efeitos de percursos multiplos, difusdo longitudinal

e transferéncia de Massa, rESPELIVAMENTE. .........ccc..ovvvriveriveeriiereeseie et sss st saenns 27

Equagdo 2.4 — Forma algébrica da equacdo de uma curva de calibracdo, em que: y representa ao sinal
do analito (area do pico do analito); m representa o declive da reta; x representa a concentracdo

de analito; e b representa a ordenada Na OFgEM..........ineenncne ettt ettt sessseseees 36

Equagdo 2.5 - Diferenca de variancias DS? em que, N é o nimero de padrdes de calibragéo; Sy1 é o
desvio-padréo residual da funcdo de calibragao linear; e Sy»> é o desvio-padrao residual da

fungao de CaliBragao N0 TINEA. ...ttt sttt sttt sttt s e nnen 37

Equacgdo 2.6 - Valor da distribuicdo de Fisher-Snedecor para um nivel de significancia de 1% e N-3
Graus de DEIAAAE, VT. ...ttt sttt ettt 37

Equacdo 2.7 - Coeficiente de correlacdo, R, de uma reta em que xi corresponde aos valores individuais
de concentracdo; x corresponde a média de valores de x; yi corresponde aos valores individuais
de sinal instrumental; y corresponde a média de valores de y; i corresponde ao nimero do

padrao; N corresponde ao nimero de pontos Marcados Na reta.......cooenreereeeneeeneeeneeeseesssseesnees 37

Equacdo 2.8 - Percentagem do desvio das concentracdes experimentais, % Desvio, dado pela
diferenca entre a concentracao experimental (Cresrica) € @ concentracdo calculada a partir da curva

de calibracao (Ccal), sobre a concentracao calculada. ... sees 38

XXV



Equacgdo 2.9 - Fator de resposta FR(x, em que i corresponde ao nimero do padrdo; yi corresponde ao
valor individual do sinal instrumental para i; e x; corresponde ao valor individual da concentracao
PN . ecreurrimnrimeriaeriseesiseesisessssessssesisesesse e e sese et e e e e e e e 38

Equacdo 2.10 - Limite de detecdo segundo uma calibragdo linear, em que Sy/x corresponde ao desvio
padrdo da curva de calibracdo; e m corresponde ao declive da reta. .......cccneenecrnecennecennecenen. 40

Equagdo 2.11 - Limite de quantificagdo segundo uma calibracdo linear, em que Sy/x corresponde ao
desvio padrdo da curva de calibracdo; e m corresponde ao declive da reta. ......cooemecennecernecennne. 40

Equagdo 2.12 - Limite de repetibilidade, r, em que, t é o valor da distribuicdo de t-student para um
nivel de confianca de 95% para n-1 graus de liberdade e Sr é o desvio padrao de repetibilidade
ASSOCIAAA A0S FESUITAUOS. c.ovceeeerierciicii ettt ettt et e 41

Equacgdo 2.13 - Desvio padréo de precisdo intermédia Spi em que t € o nimero de amostras
ensaiadas, n é o nimero de ensaios efetuados por amostra, j € o niUmero da amostra, k 0 niUmero
do resultado obtido para a amostra j, yjk é o resultado individual para a amostrajde 1at e yjé
a média dos resultados @ aMOSTIa j AE T @ t. vttt et ess st ssess st st essssenees 42

Equacdo 2.14 - Percentagem de recuperacdo, %R, em que CF corresponde a concentragdo da amostra
fortificada; CA corresponde a concentracdo da amostra; e CP corresponde a concentragao tedrica
A8 PAAIA0. oottt ettt s s8R s RS8R RSt 43

Equagao 2.15 - Incerteza associada a precisdo, uprecisdo, em que CA é o valor do limite do critério de
aceitacdo associado A Precisao dO MELOO. ...t se st ss s ss st ssssssnssansens 44

Equagdo 2.16 — Incerteza associada a exatiddo com base em dados de ensaios de recuperacdo Uver (R)
em que R é a recuperacdo média das amostras fortificadas; sobs € 0 desvio-padrao das amostras
fortificadas; n é o nUmero de ensaios realizados; cobs € a concentragdo média dos fortificadas; u
(Crort) € a incerteza associada a concentracao do analito adicionado a amostras; e Csort € a

concentracao de fortificagdo da amostra. Esta equacdo sé é valida quando Uort)/Crort KT1...ouuce.. 44

Equagdo 2.17 — Incerteza combinada uc associada a um valor y, em que up e uq, correspondem as

incertezas associadas aos parametros para os quais é determinada a incerteza. .........ccoevvverrenne 44

Equacgdo 2.18 — Incerteza Expandida, U, em que uc é a incerteza combinada e K é o fator ou

COETICIENTE A EXPANSAO. .ottt bs bbb bbb bbbttt sttt ens 45

Equacdo 4.1 - Percentagem de efeito matriz (%ME), em que Mmati; corresponde ao declive da reta de
calibracdo em matriz; msonente COrresponde ao declive da reta de calibracdo em solvente; e F

COITESPONAE A FAZAO M matriz/TNISOIENTE: crerresrrssrsesesssssessssssssssssnsssssssssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssssnssssnsssssssssssssnnss 64

XXVi



ACN
ADI
AMPA

AOEL

APCI

APPI

ARfD

CAD

CC

CE
CGP
CRG
DAHP
DHD
DHQ
DNA

dSPE

DRAP
EDTA

ECHA

SIGLAS E ABREVIATURAS

Acetonitrilo
Dose Diaria Aceitavel do inglés Acceptable Daily Intake
Acido Aminometilfosfénico

Nivel Aceitavel de Exposicdo do Operador do inglés Acceptable
Operator Exposure Level

lonizagdo a Pressdao Atmosférica do inglés Atmosferic Pressure Che-
mical lonization

Fotoionizacdo a Pressdao Atmosférica do inglés Atmosferic Pressure
Photoionization

Dose Aguda de Referéncia do inglés Acute Reference Dose

Dissociagdo Ativada por Colisdo do inglés Collisionally Activated Dis-
sociation

Corrente Continua

Comissao europeia

Carbono Grafitico Poroso

Culturas Resistentes ao Glifosato
3-Deoxi-D-Arabino-Heptulosano 7-Fosfato
3-Dehidroquinato Desidratase
3-Dehidroquinato

Acido Desoxirribonucleico

Extracdo em Fase Sélida Dispersiva do inglés Dispersive Solid-Phase
Extration

Direcao Regional de Agricultura e Pescas
Acido Etilenodiamino Tetra-Acético

Agéncia Europeia das Substancias Quimicas do inglés European
Chemicals Agency

XXVil



EFSA

EPSP
ESI
EUA

EURL-SRM

FAO

FMOC-CI

GC-MS

GC-MS/MS

GOX
HDG

HILIC

HPLC

IARC

IL-IS

IUPAC

K

LC-ESI-MS/MS

LC-MS

LC-MS/MS

LD
LMR
LNH

Autoridade europeia para a Seguranca Alimentar do inglés Furopean
Food Safety Authority

5-Enolpiruvilshiquimato-3-Fosfato Sintase
Electrospray
Estados Unidos da América

Laboratérios de Referéncia da UE para pesticidas que requerem Mé-
todos de Residuo Unico

Organizagao das Nagdes Unidas para a Alimentacao e a Agricultura
do inglés Food and Agriculture Organization

Cloreto de Fluorenilmetiloxicarbonil

Cromatografia Gasosa acoplada a Espetrometria de Massa do inglés
Gas Chromatography-Mass Spectrometry

Cromatografia Gasosa acoplada a Espetrometria de Massa em 7an-
demdo inglés Gas Chromatography-tandem Mass Spectrometry

Glifosato Oxidoredutase
Herbicidas Derivados de Glifosato

Cromatografia Liquida de Interagdo Hidrofilica do inglés Hidrophilic
Interaction Chromatography

Cromatografia Liquida de Elevada Eficiéncia do inglés High Perfor-
mance Liquid Chromatography

Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancro do inglés /nternational
Agency for Research on Cancer

Padrdo Interno de Is6topos Analogos do inglés /sotope-Labeled In-
ternal Standard

Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada do inglés /nternati-
onal Union of Pure and Appliead Chemistry

Fator de expansao

Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massa em 7an-
dem com lonizacao por £lectrospray do inglés Reversed phase Li-
quid Chromatography-tandem Mass Spectrometry via electrospray

Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massa do in-
glés Liquid Chromatography-Mass Spectrometry

Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massa em 7an-
dem do inglés Liquid Chromatography-Tandem Mass Spectrometry

Limite de Detecao
Limite Maximo de Residuos

Linfoma Nao Hodgkin

XXVili



LQ
m/z
MS/MS
MRC
MRM
ONG
PC

PEP

Pl
POEA
Q1

ql

Q3
QuEChERS
QuPPe
R

RF

RI

S3P
SDH
SGS
SPE

SRM
ST
TMDI

TQ
TR
UE

UHPLC

uc

Limite de Quantificacdo

Razdo Massa/Carga

Espetrometria de Massa em 7andem
Materiais de Referéncia Certificados
Monitorizagdo de Reagdes Multiplas
Organizagdes Nao Governamentais
Ponto de Controlo
Fosfoenolpiruvato

Padrao Interno

Polioxietilenamida

Primeiro quadrupolo

Célula de colisdo

Segundo quadrupolo

Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe
Quick Polar Pesticide Method
Coeficiente de correlacao
Radiofrequéncia

Razao I6nica

Shiquimato-3-Fosfato

Shiquimato Desidrogenase

Société Générale de Surveillance
Extracdo em fase sélida do inglés Solid-Phase Extration

Monitorizagcdo de Reacdo Selecionada do inglés Selective Reaction
Monitoring

Solucdo de Trabalho

Ingestdo Diaria Maxima Teorica do inglés Theoretical Maximum
Daily Intake

Triplo Quadrupolo
Tempo de Retencao
Unido Europeia

Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia do inglés Ultra High Per-
formance Liquid Chromatography

Incerteza expandida

Incerteza combinada

XXiX



uprecisao Incerteza associada a precisao

Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos da América do

USA EPA inglés United States of America Environmental Protection Agency
uver Incerteza associada a exatiddo

VT Valor de Teste

wR Fracao de Massa

XXX



ENQUADRAMENTO

1.1 Contexto e Motivacgao

Os cereais, frutos e vegetais sdo alimentos fundamentais para uma dieta completa, va-
riada e equilibrada, representando 71% do total de alimentos a ingerir diariamente (Cordeiro,
2011). Os cereais sao considerados alimentos basicos, uma vez que, para a maior parte da
populacao representam a maior fonte de energia, sendo que em 2018, segundo uma publica-
¢ao recente da Organizagdo das Nagdes Unidas para a Alimentacao e Agricultura (FAO), o
consumo anual foi de 174,19 kg per capita, ja relativamente, aos vegetais e frutos, o consumo
anual foi de 140,83 kg per capita e 76,89 kg per capita, respetivamente, sendo de salientar que
a nivel europeu Portugal tem um consumo de vegetais e fruta acima da média, sendo o pais
da Unido Europeia (UE) com maior consumo de fruta (FAO, 2021).

Além da dieta humana, estes alimentos também fazem parte da alimentagdo animal,
estando a qualidade das forragens e racdes intrinsecamente ligada com a qualidade dos pro-
dutos de origem animal e, consequentemente, tendo impactos na saide humana (Sapkota et
al, 2007). Alias, o Regulamento (CE) N.°178/2002 (2002), reflete sobre a necessidade de haver
um acompanhamento de todos os processos desde a producao até ao consumo, determi-
nando os principios da legislacdo alimentar. Atualmente, no ambito do Pacto Ecologico Euro-
peu, foi adotada a Estratégia do Prado ao Prato (Farm to Fork Strategy) com vista a necessi-
dade de haver um sistema alimentar robusto e resiliente, capaz de corresponder aos desafios
de sistemas alimentares sustentaveis, justos, saudaveis e ecoldgicos (ASAE, 2020; CE, 2020).

Os cereais sao compostos essencialmente por glucidos (75%), proteinas (6% a 15%) e
lipidos (1% a 10%), sendo também fontes de vitaminas E, do complexo B e acido folico, e de
minerais, como o potassio, enxofre, magnésio, fosforo, entre outros (Kearney, 2010; Lorenz et
al, 1977; McKevith, 2004; Thielecke et a/, 2020). Por outro lado, os frutos e vegetais, sdo prin-
cipalmente reconhecidos pela sua riqueza em vitaminas, minerais, fibras e varios componentes
bioativos, tais como carotenoides, compostos fendlicos, alcaloides e compostos azotados e
organossulfurados, que possuem um efeito benéfico para a saude (Wallace et a/, 2020; Yahia



et al, 2019). Embora nao lhe seja dado tanto enfase, também os cereais possuem componen-
tes bioativos, como compostos fendlicos, B-glucanos, carotenoides, entre outros (Gani et a/,
2012; McKevith, 2004).

Segundo Cassidy et al. (2013), prevé-se que haja um aumento global de 60 a 120% das
exigéncias de cultivo agricola, ndo s6 devido ao aumento da populagdo mundial, mas também
a alteragdo dos habitos alimentares como consequéncia do aumento dos rendimentos. Por
estas razdes verifica-se um maior consumo de produtos de origem animal o que, consequen-
temente, leva a necessidade de utilizagdo de maiores areas dedicadas nédo sé a plantagao de
culturas para alimentacao animal, mas também para pastagens (Gerbens-Leenes & Nonhebel,
2002; Wirsenius et al, 2010). De acordo com Foley et a/. (2011), 75% dos terrenos agricolas
(cultivo e de pastagem) sdo usados para a producao animal, sendo que, segundo Capstaff &
Miller (2018), o terreno usado para a plantagdo de forragens representa cerca de 70% da area
agricola.

Deste modo, atendendo a relevancia dos cereais, frutos e vegetais na alimentagdo hu-
mana e animal e também a necessidade de assegurar a disponibilidade, seguranca e qualidade
destes produtos, é importante garantir que nao existam perdas agricolas, uma vez que podem
representar ndo s6 escassez de alimentos, desequilibrios nutricionais e fisiologicos, fome e
morte, como também perdas econdmicas importantes para o pais (Capstaff & Miller, 2018;
Cassidy et al, 2013; Naylor, 2002; Sapkota et al, 2007).

As principais barreiras a germinacao e crescimento das plantas sdo os perigos fisicos
como a dessecacao, a predacao das sementes e seres herbivoros. Além disso, segundo Pat-
terson (1995), cerca de 12% das perdas em colheitas sdao devidas a ervas daninhas, visto que
estas competem com as outras plantas, restringindo-lhes o acesso aos recursos necessarios
para o seu crescimento: luz, agua e nutrientes (Fenner, 1985). Segundo Naylor (2002), algumas
das causas que levam a classificacdo das ervas daninhas como tal sdo: a reducao do rendi-
mento; a reducao da qualidade; o atraso das colheitas; a inibicdo da alimentagdo animal; a
reducdo da fitossanidade; e o aumento dos perigos de seguranca. De forma a promover um
ambiente 6timo de crescimento para as plantas é necessario o controlo de fatores biéticos e
abidticos havendo, por norma, uma otimizacao da disponibilidade de nutrientes de acordo
com o tipo de plantagdo, bem como uma minimizacao da competicao entre plantas através
da gestdo da sementeira, e controlo das ervas daninhas pelo uso de herbicidas e tipo de la-
voura (Helander et a/, 2019).

Os herbicidas sdo fundamentais para o combate as ervas daninhas, especialmente em
campos de agricultura convencional, onde, devido a uma fraca gestdo da componente biold-
gica, se verifica maior incidéncia de doengas e pragas, diminuicdo de matéria organica e alte-
racdo da atividade biolégica do solo (Yamada et a/, 2009).

A nivel mundial, os herbicidas derivados de glifosato (HDG) sao os mais usados devido
a sua ndo-seletividade, sendo utilizados nao s6 para o controlo das ervas daninhas, mas



também como agentes dessecantes e auxiliares de colheita (Xu et a/, 2019; Yamada et al,
2009). Quando foi pela primeira vez introduzido no mercado, o glifosato foi anunciado como
um herbicida inovador, inclusive Duke & Powles (2008) afirmam que é o herbicida mais im-
portante desta Era, referindo-se ao mesmo como o herbicida com maior sucesso da historia,
“a once-in-a-century herbicide” (Richmond, 2018).

Inicialmente, o glifosato foi admitido como environmentally friendly, uma vez que se
pensava que o herbicida inibe apenas um enzima da via do shiquimato, exclusiva das plantas
e de alguns fungos e bactérias (Yamada et a/, 2009). Todavia, a sua inocuidade tem sido ques-
tionada, a medida que estudos mais recentes tém revelado efeitos nefastos nao sé para com
0 meio ambiente, mas também para a saude animal e humana.

Em 2015, a Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancro (IARC) classificou o glifosato
no grupo 2A como “provavelmente carcinogénico para os humanos”, gerando uma enorme
controvérsia (Guyton et a/, 2015). Contrariamente, a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Es-
tados Unidos da América (USA EPA), a Autoridade Europeia para a Seguranca Alimentar (EFSA)
e a Agéncia Europeia das Substancias Quimicas (ECHA) concluiram que o glifosato ndo repre-
senta um risco significativo para a populacdo atendendo aos niveis de exposi¢cdo normais
(Benbrook, 2019; Richmond, 2018). Apesar de ndo existir consenso sobre a toxicidade do gli-
fosato a EFSA determinou que a Dose Diaria Aceitavel (ADI) estimada para o glifosato é de 0,5
mg/kg peso corporal/dia e que o Nivel Aceitavel de Exposicao do Operador (AOEL) é de 0,1
mg/kg peso corporal/dia (EFSA, 2015).

Contudo, apesar da controvérsia, varios paises ja implementaram medidas de restricao
e proibicao do uso do glifosato, tais como a Austria, Franca, Alemanha e Vietname (Beckie et
al, 2020; Kudsk & Mathiassen, 2020). Em Portugal, apesar das varias restricdes impostas (De-
creto-Lei N.° 101/2009, 2009; Lei N.° 26/2013, 2013) o uso de glifosato continua a ser permi-
tido, exceto na Regido Autonoma do Acores, onde o uso dos herbicidas cuja substancia ativa
seja o glifosato esta interdito no espaco publico (Decreto Legislativo Regional N.° 28/2020/A,
2020 regulamentado pelo Decreto Regulamentar Regional N.° 5/2021/A, de 26 de abril de
2021). A legislacdo portuguesa tem ja definidos limites maximos de residuos para o glifosato,
estando em curso a preparagao de legislacdo com vista a implementacdo de um programa de
analise ao glifosato em aguas superficiais por recomendacao do Assembleia da Republica (Re-
solugdo da Assembleia da Republica N.° 88/2016, 2016).

Do exposto, resulta claro que a toxicidade do glifosato é um tema controverso e nao
consensual devido, em parte, a falta de investigacdo com foco na exposicdo real aos herbicidas
derivados de glifosato e aos efeitos desta exposicdo a longo prazo. Desta forma é imperativo
que nao sb sejam realizados mais estudos que procurem clarificar o tema, mas também que
haja um controlo mais atento atraves da obtencdo de dados consistentes, fiaveis e precisos,
permitindo a tomada de melhores decisGes, sempre na salvaguarda da saide do consumidor



(Agostini et al, 2020; Benbrook, 2019; Bruggen et a/, 2018; Cesar et a/, 2018; Huhn, 2018;
Nova et al/, 2020; Xu et al, 2019).

A emergéncia do tema na atualidade, enquadrado no ambito da Estratégia do Prado ao
Prato do Pacto Ecoldgico Europeu, o tabu estabelecido pela comunidade cientifica versus o
perigo que pode representar para o ambiente e saude humana e animal, foram elementos
suficientes para despertar o meu interesse e levar-me a procurar contribuir com o meu co-
nhecimento para o principal objetivo da Estratégia: promover um sistema alimentar robusto e
resiliente, capaz de corresponder aos desafios de sistemas alimentares sustentaveis, justos,
saudaveis e ecologicos.

Com efeito, com esta dissertagdo, propde-se o desenvolvimento e validacdo de uma
metodologia para a analise de residuos de glifosato de matrizes de origem vegetal, no labo-
ratorio da SGS Portugal, empresa internacionalmente reconhecida pelos seus servicos de
inspecao, verificacao, testagem e certificacdo, nomeadamente, no controlo de residuos de
pesticidas em alimentos. A metodologia desenvolvida apresentar-se-a vantajosa e essencial
na medida em que permitirad detetar e quantificar com maior precisdo e exatiddo, a presenca
de residuos de glifosato nas amostras, garantido que as decisdes de rejeicdo ou aceitagdo dos
produtos analisados sdo baseadas em dados confiaveis e concisos, salvaguardando a entrada
de perigos na cadeia alimentar.



1.2 Objetivos

O principal objetivo do presente trabalho é o desenvolvimento de uma metodologia
analitica para a determinacao do glifosato em amostras alimentares de frutos e vegetais. Para
além disso, este trabalho visa também a otimizacdo do método de extracdo com base no
método QuPPe (Quick Polar Pesticide Method), para posterior analise por cromatografia li-
quida acoplada a espectrometria de massa em tandem com ionizagdo por electrospray em
modo Monitorizagdo de Reagdes Multiplas (MRM), e a validacdo do método analitico, com
base no estudo da: curva de calibracao/linearidade; gama de trabalho; repetibilidade; preciséo
intermédia; e exatidao.



1.3 Organizagao do documento

Esta dissertacdo encontra-se estruturada em cinco capitulos, nos quais se inclui o atual
capitulo, capitulo |, referente ao enquadramento. No capitulo Il realizou-se uma introducdo ao
tema onde é elaborada uma breve caracterizagdo da empresa e onde sdo abordados alguns
conceitos tedricos alusivos ao tema. No capitulo Il encontra-se os materiais e métodos utili-
zados para a concretizacdo deste trabalho. No capitulo IV sdo apresentados e discutidos os
resultados e observagdes experimentais, comparando e sustentando com a literatura cienti-
fica. No capitulo V apresentam-se as conclusdes finais do trabalho. Por fim, sdo apresentadas
as referéncias bibliograficas e a lista dos apéndices que sustentam o trabalho realizado.



INTRODUCAO

2.1 AEmpresa

A Société Générale de Surveillance, SGS, é uma companhia multinacional, sediada em
Genebra (Suica), reconhecida mundialmente pela sua qualidade e integridade na realizacao
de servicos de inspecao, verificacdo, testagem e certificacdo (SGS, 2020a).

Com os seus servigos, a SGS inspeciona e verifica os produtos comercializados aten-
dendo aos requisitos de conformidade, acondicionamento, peso, quantidade e qualidade.
Testa a qualidade, seguranca e desempenho dos produtos face as normas regulamentares de
saude e seguranca, e certifica-se que os produtos, processos e sistemas ou servicos, atendem
as normas e padrdes definidos internacionalmente, nacionalmente ou pelos clientes (SGS,
2020a).

A SGS tem uma ampla area de operagao trabalhando com industrias desde o setor da
agricultura e alimentacdo, ao setor do ambiente, dos bens de consumo e retalho, das ciéncia
da vida, do comércio internacional, da construcao, da energia, da gestao de risco, industrial,
logistico, mineral, do petréleo e gas, quimico, da saude e seguranca, do servicos de formacao,
setor publico, da sustentabilidade e do transporte (SGS, 2020b). Atualmente, opera numa rede
com mais de 2 600 escritorios e laboratorios, dispersos por todo o mundo, contando com um
numero superior a 89 000 funcionarios.

SGS

Figura 2.1 - Logétipo da empresa SGS (SGS, 2020a).

2.1.1 A Histbéria

A historia da SGS comeca em 1878, quando Henri Goldstlick, um jovem lituano em
Rouen, Franca, transformou o comércio de graos na Europa com um servigo inovador de
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inspecdo agricola (SGS, 2020e). O jovem Goldstlick percebeu que os exportadores precisavam
de representacao na defesa dos seus direitos, pois a data, os importadores de grdaos apenas
pagavam a quantidade de grao que recebiam e ndo aquela que era exportada na realidade, o
que se traduzia em perdas para os exportadores. Assim, a ideia na base da SGS era defender
os direitos dos exportadores, inspecionando e verificando a quantidade e qualidade do grao
na rececao (SGS, 2020d). A empresa foi fundada a 12 de dezembro de 1878, por Henri Golds-
tlck juntamente com o seu amigo Maxwell Shafftington (SGS, 2020c).

Os tempos de guerra foram momentos conturbados para a empresa, pelo que, em 1915,
durante a Primeira Grande Guerra (1914-1918), devido a participacdo da Franca no conflito, a
empresa mudou a sua sede de Paris para Genebra na Suiga, devido a sua neutralidade na
guerra. A 19 de julho de 1919 a empresa adotou o nome que a identifica até hoje, Société
Générale de Surveillance. Na Segunda Guerra Mundial (1939-1945), a SGS teve um papel pre-
ponderante na inspecao dos bens de consumo destinados aos soldados (SGS, 2020d).

Na década de 50, a gestdo de topo concluiu que, apesar do grande crescimento da
empresa, era necessario diversificar e expandir o negocio, abrangendo areas para além dos
servigos agricolas. Ja no final dos anos 80 foram criados os servicos de Ciéncias da Vida e
Certificacdo de Sistemas e Servicos (SGS, 2020d). Apds a passagem do milénio, a SGS sofreu
uma reestruturacdo corporativa que resultou nas 11 areas de negocio atuais: agricultura e
alimentacao; quimica; construcao; bens de consumo e retalho; energia; industrial; ciéncias da
vida; industria mineira; petrdleo e gas; setor publico; e transporte (SGS, 2020d, 2020e). Atual-
mente, a SGS continua a crescer e a procurar exceder as expetativas dos clientes e da socie-
dade, tendo como foco formas inovadoras de fornecer beneficios comerciais. O sucesso da
SGS é apenas possivel devido a continua melhoria e inovagao, reduzindo o risco e melhorando
a produtividade e eficacia das operagdes dos clientes (SGS, 2020d).

- S8GS ¢ fundada por - Adogio do nome - Inspegdo de bens de
Henri  Goldstiick e Société  Générale  de consumo destinados aos
Maxwell Shafftington. Surveillance. soldados.
@ O (> ©
- Alteragio da sede da - Expansio para a inspe¢io e

analise de matérias-primas,

empresa de Paris para
minerais ¢ metais.
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- Entrada no mercado da América
do Sul.
- Queda da Unido soviética
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- Expansdo para o mercado
chinés através de uma joinf
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Figura 2.2 - Cronograma de eventos na histéria da SGS (adaptado SGS, 2020d).



2.1.2 A SGS em Portugal

A SGS Portugal foi fundada em 1922, tendo por base os mesmos principios e valores do
Grupo que, juntamente com a cultura e know-how foram determinantes para o sucesso da
empresa. Atualmente, a SGS Portugal conta com mais de 300 colaboradores diretos (e cerca
de 200 indiretos), estando dispersa por toda a area geografica nacional, continente e ilhas
(SGS, 2021b).

Inicialmente, a SGS Portugal estava apenas dedicada ao controlo das operacdes de carga
e descarga de cereais a granel, tendo alargado a sua atividade de modo sustentavel a outros
setores, correspondendo as mudancas e exigéncias de mercado. Com uma ampla gama de
servicos, a SGS esta presente nas areas de inspecao, verificagdo, ensaios e testes laboratoriais,
consultoria e certificagdo nos mais diversos referenciais, possuindo laboratérios acreditados
nas areas: alimentar; agricola e mineral; ambiental; cosméticos, detergentes e produtos de
higiene e dispositivos médicos; produtos quimicos e petroliferos (SGS, 2021b).

2.1.3 Valores da Empresa

A SGS é caracterizada pela sua paixao, integridade, espirito empreendedor e inovacao,
gue estdo na génese do seu sucesso, guiando tudo o que a empresa faz e sendo os alicerces
da sua organizacdo. Além disto, a SGS é uma empresa que procura constantemente exceder
as expetativas dos seus clientes e da sociedade, o que Ihe proporciona lideranca de mercado,
que se traduz num aumento de qualidade, seguranca e produtividade dos seus clientes e, por
outro lado, na reducdo do risco. E ainda de salientar que os servicos da SGS fomentam a
sustentabilidade corporativa, com a promocao da gestdo de um negdcio lucrativo a longo
prazo, atendendo aos efeitos ambientais, sociais e econdmicos positivos e negativos (SGS,
2020e, 2020a). Em suma, a SGS presta servi¢os caracterizados por qualidade, seguranga, pro-
dutividade, confianga, eficiéncia, sustentabilidade, redugdo de risco e rapidez de mercado
(SGS, 2020e).

2.14 Area Agroalimentar

A empresa reconhece a importancia do setor agroalimentar a nivel do mercado mundial
e a necessidade dos consumidores em assegurar a seguranga e qualidade ao longo de todos
os processos produtivos (SGS, 2020e, 2021a). Ademais, a SGS oferece um vasto leque de ser-
vigos com vista: a gestao de risco, a protecdo do consumidor, ao cumprimento da legislagao,
a assegurar que os processos sao bem feitos, e a garantir a qualidade e seguranca entre di-
versas cadeias alimentares e agricolas (SGS, 2021a).

Aos seus clientes, a SGS oferece solugdes independentes ou integradas, com servicos

tradicionais e digitais que visam acrescentar valor aos varios setores: agroquimicos, sementes,



biocombustiveis, fertilizantes, maquinaria agricola e industria alimentar e florestal (SGS, 2020e,
2021a).
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2.2 Glifosato

2.2.1 A Histéria do Glifosato

Durante o século XX a agricultura sofreu bastantes alteracdes, especialmente apos a
Segunda Guerra Mundial (1939-1945). De forma a evitar a escassez de alimentos verificada
nesse periodo, e com vista a aumentar a produgdo, houve incentivos governamentais para a
industrializacdo da agricultura, com a introducdo de maquinaria agricola e com o desenvolvi-
mento de produtos quimicos, tendo-se observado um incremento na utilizagdo de produtos
sintéticos (fertilizantes e pesticidas) para maior rendimento das producdes (Goulson, 2020).

Em 1950, um quimico da farmacéutica Cilag, Henri Martin, sintetizou pela primeira vez
o glifosato. Contudo, uma vez que a época, ndo se identificou uso farmacéutico para a molé-
cula, as amostras foram descartadas e vendidas a outras empresas que estudaram a sua apli-
cacao indescritivelmente (Benbrook, 2016; Dill et a/, 2010).

A molécula do glifosato chegou até a Monsanto no ambito de uma investigagdo para o
desenvolvimento de agentes amaciadores de agua, onde estavam a ser testados mais de 100
compostos relacionados com o acido aminometilfosfénico (AMPA), tendo, mais tarde, o es-
tudo destes compostos sido estendido a testagem como herbicidas contra ervas daninhas
(Szekacs & Darvas, 2012). Efetivamente, em 1970, John Franz, um quimico da Monsanto, iden-
tificou pela primeira vez o uso do glifosato como herbicida (Xu et a/, 2019). Ap6s resultados
promissores nos testes em estufa e em campo, o glifosato foi introduzido no mercado em
1974 como principio ativo do herbicida Roundup® (Dill et al, 2010; Xu et al, 2019). Inicial-
mente, o novo herbicida foi bem recebido pelo mercado, estimando-se que nos Estados Uni-
dos da América (EUA) terdo sido aplicados cerca de 0,36 milhdes de kg de herbicida no pri-
meiro ano de mercado (Benbrook, 2016; Richmond, 2018; Xu et a/, 2019).

Em 1964, o glifosato ja tinha sido patenteado pela Stauffer Chemical (Patente EUA N.°
3160632), como agente quelante de metais, como o calcio, magnésio, manganés, cobre e
zinco (Richmond, 2018; Toy & Uhing, 1964). Porém, foi em 1971 que o glifosato foi patenteado
pela primeira vez como herbicida (Patente EUA N.° 3799758), tendo a patente expirado no
ano 1991, na maioria dos paises, e em 2000 nos EUA (Franz, 1971; Mesnage & Antoniou, 2017;
Woodburn, 2000). Apos esta data, ndo so se verificou um grande impacto no prego, mas tam-
bém tornou acessivel a producdo de herbicidas de glifosato a outros produtores, como a
Bayer, CuPont, Sygenta, BASF, Crop Science, Dow e varias empresas chinesas (Szekacs & Dar-
vas, 2012; Woodburn, 2000; Xu et a/, 2019).

2.2.2 Composicao e A¢ao do Herbicida Glifosato e seus Derivados

O glifosato (CsHsNOsP), com o nome IUPAC N-(fosfonometil) glicina (Figura 2.3), € um
acido fosfonico polar, com baixa volatilidade e solUvel em agua, principalmente conhecido

11



pela sua fungdo como herbicida sistémico (Baer & Marcel, 2014; Xu et a/, 2019). Além disso
apresenta também uma acao quelante, ligando-se e formando complexos estaveis com cati-
Oes divalentes, como por exemplo calcio, magnésio, manganés, zinco, aluminio e ferro (Mer-
tens et al, 2018; Toy & Uhing, 1964).

0

) A

Figura 2.3 - Estrutura quimica do glifosato em 2D (A) e em 3D (B) (Obtido de PubChem, 2021).

O efeito toxico do glifosato deve-se a inibicdo do enzima 5-enolpiruvilshiquimato-3-
fosfato sintase (EPSP) (EC 2.5.1.19) (Xu et a/, 2019). Este enzima pertence a uma via exclusiva
das plantas e de alguns fungos e bactérias, a via do shiquimato (Figura 2.4), sendo o respon-
savel por catalisar a transformacdo do fosfoenolpiruvato (PEP) em shiquimato 3-fosfato (S3P)
(Duke & Dayan, 2011; Szekacs & Darvas, 2012).

A inibicao do EPSP sintase resulta de um mecanismo de inibicdo competitiva, uma vez
que o glifosato é estruturalmente semelhante ao PEP, o substrato do enzima, competindo com
este para o centro ativo (Mertens et al, 2018; Schonbrunn et a/, 2001). A disrupgao desta via
leva a que haja acumulagdo do shiquimato, e a que néo seja sintetizado o corismato (precursor
da fenilalanina, triptofano e tirosina) bloqueando a sintese de proteinas e de outras moléculas
das quais os aminoacidos aromaticos e o corismato sdao precursores, onde se incluem hor-
monas de crescimento e de defesa, fitoalexinas (compostos com atividade antimicrobiana),
quinonas e compostos antioxidantes, como compostos fendlicos e tocoferois (Fedtke & Duke,
2004; Maeda & Dudareva, 2012; Mertens et al, 2018). E de mencionar que a desregulacdo
desta via causa deplecdo de carbono e fosfato de outras vias (Duke & Dayan, 2011; Fedtke &
Duke, 2004).

O glifosato é o principio ativo dos HDG, onde esta presente sob a forma de isopropila-
mina, sais de amonio, potassio, sédio ou de trimetilsulfénio, ou em granulos (Agostini et al,
2020; Duke & Dayan, 2011). Além disto, os HDG possuem coadjuvantes, como por exemplo
os surfactantes, cuja funcao é promover a internalizacao e translocacdao do herbicida, sendo a
polioxietilenamida (POEA) e os acidos sulfurico e fosfénico, alguns dos surfactantes mais uti-
lizados (Agostini et al, 2020; Bruggen et al, 2018; J. Li et al, 2005). Saliente-se ainda que varios
autores como Bruggen et al. (2018), Faniband et al (2021), Li et a/. (2005) e Nerozzi et a/. (2020),
indicam os surfactantes como os principais contribuidores para a toxicidade dos herbicidas,
afirmando que chegam a ser mais toxicos que o herbicida em si.

Algumas das formulagdes mais conhecidas do herbicida sdo: Abundit Extra, Credit (Nu-
farm); Xtreme Glifonox (Crystal Chem. Inter-America); Glyphogan (Makhteshim-Agan);
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Ground-Up, Rodeo (Dow AgroSciences); RoundUp® (Monsanto); Touchdown (Sygenta AG);
Tragli Wipe Oute Yerbimat entre outros (Agostini et al, 2020; Szekacs & Darvas, 2012).
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Figura 2.4 - Via do Shiquimato. O glifosato inibe o EPSP sintase interferindo na sintese de triptofano, fenilalanina e
tirosina, necessarias a sintese de proteinas e de outras biomoléculas. PEP — Fosfoenolpiruvato; DAHP — 3-Deoxi-D-
Arabino-Heptulosano 7-Fosfato; DHQ — 3-Dehidroquinato; DHD — 3-Dehidroquinato Desidratase; SDH — Shiqui-
mato Desidrogenase (adaptado de Maeda & Dudareva, 2012).

2.2.3 Utilizacao

Inicialmente, devido a sua acdo global ndo especifica, o glifosato destinava-se apenas
ao controlo de ervas daninhas em terrenos agricolas, como pomares e campos de cultivo,
durante a pré-germinacao ou a pos-colheita, e em terrenos ndo agricolas, como bosques, ca-
minhos de ferro, linhas de alta tensdo e passeios e estradas (Agostini et a/, 2020; Duke, 2018).
Para além disto, em doses pequenas, o glifosato pode ser usado como dissecante e como
regulador de crescimento, acelerando o amadurecimento (IARC, 2017).

Contudo, ao longo dos anos, verificou-se um aumento do volume e area de aplicacao
do glifosato, devido ndo sé ao desenvolvimento de novas praticas agricolas, como a semen-
teira direta e conservacionista, mas também devido a introducdo de culturas geneticamente
resistentes ao glifosato (CRG) em 1996 (Benbrook, 2016; Duke, 2018; Myers et al, 2016; Ya-
mada et al, 2009). Desde a introdugao das CRG, o uso de glifosato exponenciou significativa-
mente, tendo-se verificado um aumento de cerca em 12 vezes entre 1995 e 2014 (Benbrook,
2016; Richmond, 2018). De forma a mostrar ilustrativamente o boom verificado apods a
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introducao das CRG, na Figura 2.5 encontra-se um mapa dos EUA que mostra a quantidade
de glifosato aplicado em terrenos agricolas nos anos 1994 e 2014, sendo de notar que o uso
do glifosato predomina na zona do médio-oeste, devido a grande producao de milho, soja e
trigo, na Florida e na Califérnia (Xu et a/, 2019). Atualmente, a nivel internacional o maior uso
de glifosato verifica-se no Brasil e na Argentina, sendo de referir que existe um uso significa-
tivo para fins ndo agricolas principalmente na América do Norte, Europa Ocidental e no Japao
(Woodburn, 2000).
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Figura 2.5 - Mapa com a distribuicdo geografica e estimativa do uso de glifosato em terrenos agricolas dos EUA,
em Ib/mi2 entre 1994 (A) e 2014 (B). (adaptado de Duke, 2018).

Segundo Benbrook (2016), desde 1974 a 2014, o uso de glifosato aumentou de 56 para
826 toneladas, sendo que na ultima década a quantidade aplicada foi cerca de 71,65% do total
de glifosato usado entre 1974 e 2014. Prevé-se que o seu uso ira continuar a aumentar sendo
que, de acordo com Landrigan & Belpoggi (2018), esperava-se atingir um milhdao de toneladas
de glifosato aplicado por ano em 2020.

2.2.4 Metabolismo

2.24.1 Nas Plantas

Na agricultura, o glifosato é aplicado via spray sobre as folhas das plantas, onde ha
absorcao e transporte pelo floema (Gomes et al, 2014; ). Li et al, 2005). Apos a internalizacao
o herbicida acumula-se nos tecidos com maior taxa de crescimento e atividade metabdlica,
ou seja, em meristemas apicais e raizes (Gomes et a/, 2014; Helander et al, 2012). Alguns dos
efeitos mais comuns observados da fitoxicidade do glifosato incluem clorose (coloragdo verde
palido ou amarelada das folhas devido a producdo insuficiente de clorofila), normalmente se-
guida de necrose, podendo também ser observadas deformac¢des morfoldgicas nas folhas e
dano nas raizes e rizoma (Szekacs & Darvas, 2012).

Posteriormente, é langado para a rizosfera, onde entra em contacto com o solo e com
os microrganismos (Bruggen et al, 2018; Yamada et a/, 2009). Aqui, o glifosato liga-se forte-
mente as particulas inorganicas, ficando imobilizado, e sendo rapidamente degradado pelos
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microrganismos (Duke, 2020). A degradacao bioldgica do glifosato pode ocorrer através da
quebra da ligagdo carbono-fosfato por uma liase, produzindo sarcosina e fosfato inorganico,
ou através da oxidacdo da ligacdo carbono-azoto pelo glifosato oxidorredutase (GOX), pro-
duzindo glioxalato e o AMPA, o componente maioritario da degradacdo do glifosato, fitoté-
xico para as plantas (Blake & Pallett, 2018; Reddy et a/, 2008). Existe também uma metaboli-
zagdo minoritaria pelas plantas, através de um modo semelhante ao dos microrganismos, pre-
dominando a via mediada pelo GOX (Duke & Dayan, 2011).

Alguns autores como Eker et a/ (2006), Gomes et al. (2014) e Mertens et al. (2018), sa-
lientam que a propriedade quelante do glifosato pode ser relevante para o efeito toxico, uma
vez que pode causar caréncias minerais que irdo influenciar a atividade enzimatica e a sintese
de algumas moléculas onde os minerais sdo bioconstituintes, afetando processos como a
fotossintese e a biossintese de clorofila. Por outro lado, Duke (2020) afirma que se o glifosato
afetasse a nutricdo mineral das plantas, estes efeitos seriam notérios em doses mais baixas do
que aquelas que podem causar danos nas culturas resistentes ao glifosato.

2.24.2 Nos Animais e Humanos

Dado que a via do shiquimato ndo esta presente nos animais e humanos, estes nao
metabolizam o glifosato, sendo o herbicida eliminado através das fezes (90%) e da urina
(Myers et al, 2016; Williams et al, 2000). Ainda assim, verifica-se uma tendéncia para a acu-
mulacao nos rins, no figado, no célon e no intestino delgado (Peillex & Pelletier, 2020).

As vias de exposicdo para humanos e animais podem ser orais (através da alimentacao),
inalatdrias ou cutaneas, sendo a Ultima uma via minoritaria, mas predominante nos agriculto-
res (Peillex & Pelletier, 2020). Devido a grande utilizagdo e ubiquidade do glifosato no ambi-
ente, nos Ultimos anos a sua inocuidade tem vindo a ser questionada, sendo a sua seguranga
um foco de preocupacao, verificando-se a existéncia de um conjunto crescente de literatura
sobre os riscos na saide humana e animal, quer dos HDG e de glifosato (Mesnage et al, 2017).

Apesar, de como ja supramencionado, o glifosato ndo representar riscos para a saude
humana e animal, efeitos tdxicos tém vindo a ser reportados, estando estes sumarizados na
Figura 2.6. E de referir que, dado que alguns microrganismos possuem a via do shiquimato,
postula-se que podera existir acao do glifosato sobre o microbiota intestinal, uma vez que
foram detetados niveis baixos de AMPA no célon, apos ingestao (Brewster et a/, 1991; Hu et
al, 2021; Peillex & Pelletier, 2020).
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Figura 2.6 - Sumario dos efeitos toxicos do glifosato e herbicidas derivados na saide, que tém vindo a ser repor-
tados por diversos estudos (adaptado de Peillex & Pelletier, 2020).

A toxicidade do glifosato é, para além da dose, influenciada pelo tipo de células e pelos
componentes na formulacao do herbicida (Agostini et al, 2020; Peillex & Pelletier, 2020). Con-
sequentemente, verificam-se efeitos de citotoxicidade, genotoxicidade, aumento do stress
oxidativo e desemparelhamento da atividade mitocondrial, interferindo com o complexo Il
(Agostini et al, 2020; Mesnage et al, 2017; Peillex & Pelletier, 2020).

Existe também uma grande preocupacao sobre o impacto a nivel do sistema reprodutor
dado que alguns estudos indicam a existéncia de disrupgdo endocrina, com interferéncias na
via do estrogénio e diminui¢cdo da producdo de testosterona (Agostini et al, 2020; Peillex &
Pelletier, 2020). Nos seus estudos, Campafa et a/. (2010), observaram uma correlagao positiva
entre a exposi¢do a HDG e mas formacgdes nos fetos, propondo a existéncia de um possivel
efeito teratogénico.

Em casos de exposicao aguda, a toxicidade do glifosato é principalmente observada a
nivel cardiovascular e neurolégico, dado que este perturba a via da dopamina e a atividade da
acetilcolinesterase (Bruggen et al, 2018; Peillex & Pelletier, 2020). Segundo Chang & Chang
(2009) e Zouaoui et al. (2013), os efeitos mais comuns associados a intoxicacdo com HDG sdo
a ulceragdo orofaringea, nauseas e vémitos, dificuldades respiratérias, arritmias cardiacas, fa-
lha da funcao renal e estado alterado de consciéncia, sendo também verificada hipotensao,
hipercalemia, paragem cardiorrespiratoria e choque cardiovascular.

O efeito carcinogénico do glifosato e dos seus herbicidas é ainda um tema controverso.
Porém, postula-se que o glifosato tenha um efeito promotor de tumores, estando correlacio-
nado com alguns tipos de cancro (Peillex & Pelletier, 2020). Relativamente ao linfoma nao
Hodgkin (LNH), alguns estudos mostram uma correlagdo com o herbicida enquanto outros
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nao, contudo, na sua meta-analise Zhang et a/. (2019) mostra que ha um aumento de 41% do
risco do desenvolvimento do LNH em individuos expostos a HDG.

Os efeitos do glifosato e dos herbicidas dele derivados na saide humana e animal é um
assunto controverso e sobre o qual a comunidade cientifica ndo tem uma opinido consensual.
De fato existem estudos que revelam dados interessantes sobre as consequéncias da exposi-
¢ao a estes herbicidas, todavia, ao mesmo tempo, existem outras observagdes que continuam
a mostrar que o glifosato é seguro. Varios autores, afirmam que a disparidade de opinides na
comunidade cientifica se deve, entre outros motivos, a diferencas na realizacdo dos estudos,
fomentando a necessidade de investigar as consequéncias a longo prazo de uma exposicao
real ao glifosato e HDG (Agostini et al, 2020; Benbrook, 2019; Bruggen et al, 2018; Cesar et
al, 2018; Huhn, 2018; Nova et a/, 2020; Xu et al, 2019).

2.2.5 Glifosato em Produtos Alimentares

Tanto o glifosato como o seu metabolito de degradacao AMPA podem ser relativamente
persistentes no ambiente, o que pode resultar numa ampla gama de riscos ecoldgicos (Bai &
Ogbourne, 2016). Consequentemente, tém sido observados vestigios de glifosato em produ-
tos de origem vegetal e animal, o que sugere a exposicdo de humanos e animais aos residuos
presentes nas diferentes fontes alimentares (Agostini et a/, 2020; Granby et a/, 2003; Zoller et
al, 2018).

De forma a nao se verificarem potenciais efeitos téxicos do glifosato, a quantidade de
residuos do herbicida nos alimentos deve também ser inferior ao limite maximo de residuos
(LMR) (Agostini et al, 2020; Bai & Ogbourne, 2016). Os LMR sao limites estabelecidos com
base em boas praticas agricolas e com vista a prote¢do dos individuos mais vulneraveis (gra-
vidas, lactantes, criancas e recém-nascidos e idosos) (EFSA, 2012). Na Tabela 2.1 estdo suma-
rizados alguns dos LMR estabelecidos pelo Regulamento (UE) N.°© 293/2013 e pelo Decreto-
Lei N.° 233/2006 (2006) para alguns alimentos, podendo-se constatar que, de uma forma ge-
ral, os valores variam bastante entre os alimentos. E, porém, de referir que tipicamente os LMR
sao determinados de acordo com a sensibilidade dos métodos analiticos validados, podendo
o limite de quantificagdo do método para o glifosato variar entre 0,01 e 0,05 mg/kg (Bai &
Ogbourne, 2016).
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Tabela 2.1 - Limites maximos de residuos de glifosato, em mg/kg, para frutas, vegetais e cereais, na UE e em
Portugal, de acordo com o Regulamento (UE) N.° 293/2013 (2013) e com o Decreto-Lei N.° 233/2006 (2006), res-
petivamente.

Alimentos LMR na UE (mg/kg)  LMR em Portugal (mg/kg)

Azeitonas 1 1

Frutas Laranjas, clementinas e uvas 0,5 0,5

Outros 0,1 0,1

Milho doce 3 0,1

Vegetais Batatas 0,5 0,5

Outros 0,1 0,1

Cevada, aveia e sorgo 20 20

it Trigo e centeio 10 10
Milho 1 1

Outros 0,1 0,1

A EFSA (2015) define que o ADI para o glifosato é de 0,5 mg/kg corporal/dia e o AOEL
de 0,1 mg/kg peso corporal/dia, sendo a Dose Aguda de Referéncia (ARfD) de 0,5 mg/kg peso
corporal. Ja para a FAO (2016), o ADI é de 0 a 1 mg/kg peso corporal/dia. De acordo com
Williams et al. (2000), a Ingestdao Diaria Maxima Teorica (TMDI) para o glifosato é de 23,8
ug/kg/dia para adultos, pelo que, segundo Bai & Ogbourne (2016), atendendo aos LMR e a
concentragao de residuos nos alimentos, a probabilidade de se verificarem efeitos de toxici-
dade croénica resultantes da ingestao de alimentos contaminados com glifosato varia de pos-

sivel a improvavel.

Todavia, o tipo de agricultura influencia bastante quantidade de residuos de herbicidas
nos alimentos, uma vez que numa agricultura organica a producao segue uma perspetiva eco-
l6gica, com recurso a um conjunto restrito de agroquimicos (Gomiero, 2018). Simultanea-
mente € preciso ter em consideracao que a aplicagcdo do glifosato em culturas transgénicas
aumenta a possibilidade de contaminagdo uma vez que, ndo s6 ha aplicacao de um maior
volume de herbicida, como também as CRG absorvem e acumulam o glifosato e os seus pro-
dutos de degradacao (Bai & Ogbourne, 2016; Gomiero, 2018).

O relatorio de 2014 da EFSA, sobre a presenca de residuos de 778 pesticidas diferentes
(incluindo o glifosato) em alimentos, compara a presenca de residuos de pesticidas em ali-
mentos organicos e em alimentos convencionais na UE, mostrando que apenas 13,6% das
amostras organicas apresentam residuos acima do limite que quantificagdo, em oposicao aos
48,4% das amostras convencionais (EFSA, 2016; Gomiero, 2018). De outro modo, a avaliacao
da presenca de residuos de glifosato em alimentos de mercados suigos realizada por Granby
et al. (2003) e por Zoller et al. (2018), mostrou ndo existirem perigos para a saude humana,
visto observarem-se concentragdes muito inferiores aos limites estabelecidos pela EFSA.
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A avaliacao da exposicao da populagdo ao glifosato é efetuada através de analises a
urina, uma vez que, como ja referido o glifosato é solivel em adgua e fracamente metabolizado
(Niemann et al, 2015; Zoller et a/, 2018). Recentemente, estudos tém demonstrado um au-
mento da exposicdo alimentar do glifosato, visto que se tem registado um aumento dos seus
niveis em amostras de urina (Bai & Ogbourne, 2016). Em Portugal, com vista a avaliar esta
exposicao em adultos, Nova et a/. (2020) pesquisaram a presenca de residuos de glifosato na
urina, tendo concluindo que apesar de se observarem valores superiores aos obtidos noutros
estudos europeus, estes eram, ainda assim, inferiores ao ADI e AOEL. De igual modo, mais
recentemente, Faniband et a/. (2021) realizou um estudo semelhante em jovens adultos suicos,
tendo também verificado baixas concentracdes de glifosato na urina. E de notar que ambos
os estudos foram realizados na Europa, onde o uso de HDG é maioritariamente destinado ao
controlo de ervas-daninhas nos passeios e estradas (Woodburn, 2000).

De forma a averiguar a influencia do tipo de alimentacdo, Fagan et a/. (2020) estudaram
o efeito das alteragdes da dieta (de convencional para organica) na reducao dos niveis de
glifosato na urina, tendo concluido que individuos com uma dieta organica apresentam niveis
mais reduzidos do herbicida. Curiosamente, foram observados niveis superiores de glifosato
e AMPA em criangas, reiterando a necessidade de proteger os individuos mais sensiveis.

Embora se possa afirmar que o nivel de residuos de glifosato nos alimentos nado repre-
sente um perigo, é evidente que estdo presentes e que sdo consumidos por humanos e ani-
mais, podendo, a longo prazo, representar um risco para a salde. Portanto, apesar de ndo ser
possivel tirar conclusdes sobre a toxicidade do glifosato, sera prudente considerar novas al-
ternativas a sua aplicacdo e, como ja varias vezes mencionado, realizar mais investigagao.

2.2.6 Controvérsia e Legislacéo

Relativamente a legislacdo, na UE a regulamentacao dos pesticidas tem como base legal
o Regulamento (CE) N.° 1107/2009 (2009), que prevé a harmonizacdo das normas para apro-
vacao dos ingredientes ativos dos pesticidas, e o Regulamento (CE) N.° 395/2006 (2005), que
define os limites maximos de residuos nos alimentos e racdes. Além destes, a Diretiva
2009/128/CE (2009), complementa os regulamentos na medida em que oferece uma plata-
forma de trabalho com vista a um uso mais sustentavel e que promove uma agricultura com

baixo uso de pesticidas.

Na UE, o glifosato foi pela primeira vez aprovado em 2002, para um periodo de 10 anos,
estando a sua utilizacdo restrita a aplicagdes ndo agricolas e agricolas pré- e pos-colheita, ndo
estando permitido o cultivo de CRG (Kudsk & Mathiassen, 2020). A aprovacao do glifosato

viria a ser novamente alvo de avaliacao em 2010.

Em 2015, apos uma exaustiva avaliacao de risco realizada pela IARC, o glifosato e HDG
foram classificados no grupo 2A como “provavelmente cancerigenos para humanos” (IARC,
2017). Como consequéncia da avaliagdo da IARC, iniciou-se um grande debate, que envolveu
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entidades cientificas e reguladoras, a entidade detentora da patente original (Monsanto) e
varios especialistas na area (Benbrook, 2019). Em oposicdo, a USA EPA, EFSA e a ECHA conclu-
iram que o glifosato ndo representa um risco significativo de cancro para o publico em geral,
classificando-o como “provavelmente ndo cancerigeno para humanos”, advertindo porém
para as formulacdes contendo POEA (EFSA, 2015; EPA, 2016; Kudsk & Mathiassen, 2020). Alias,
mais se salienta que, até ao momento, a IARC foi a Unica entidade reguladora que classificou
o glifosato como cancerigeno (Kudsk & Mathiassen, 2020).

Com vista a compreender as divergéncias entre a conclusdo da IARC e a resposta da
USA EPA, Benbrook (2019) analisou comparativamente os dois estudos tendo concluido que
estes divergiam em trés aspetos: (1) tipo de estudos — enquanto a IARC se baseia em estudos
revistos por pares, a USA EPA utiliza estudos ndo publicados e financiados pela Monsanto; (2)
formulacao do glifosato — ao passo que a IARC se baseia em estudos sobre glifosato e HDG,
a EPA apenas se baseia no glifosato puro; (3) tipo de exposi¢do — a avaliacdo da USA EPA
apenas se foca na exposicao alimentar da populacao geral ndo contando com os riscos de
uma exposicao ocupacional mais elevada. De igual modo, Portier et a/. (2016) avaliaram com-
parativamente os estudos da IARC e da EFSA, evidenciando a falta de transparéncia na avalia-
¢ao da EFSA ao basear-se em estudos nao publicados, financiados pelas empresas, dando
pouco énfase aos estudos disponiveis na literatura e revistos por pares. De referir que Chris-
topher J. Portier foi consultor de litigios contra a Monsanto, tendo sido contratado para clas-
sificar o glifosato como cancerigeno, revelando a existéncia de conflitos de interesses na clas-
sificacdo da IARC (American Council on Science and Health, 2018; Webster, 2017).

A nivel europeu, o debate sobre a seguranca do glifosato traduziu-se em atrasos na
reaprovacao do uso do herbicida e na divisdo de opinides entre os paises do Norte e Sul da
Europa, com os paises do Norte a favor da renovagao da aprovacao do glifosato e os paises
do Sul contra (Kudsk & Mathiassen, 2020). Juntamente com a aprovacao do glifosato, foi so-
licitado aos Estados-Membros da UE que desenvolvessem programas para a protecdo das
aguas subterraneas, nomeadamente no que se refere as utilizagdes ndo agricolas, a protecao
dos operadores e aos utilizadores nao profissionais, aos riscos para os vertebrados terrestres
e as plantas ndo-alvo, ao risco para a biodiversidade e do cumprimento de utiliza¢des pré-
colheita com boas praticas agricolas (Kudsk & Mathiassen, 2020). Em Portugal, esta ainda em
curso a preparagao de legislacdo com vista a implementagdao de um programa de analise ao
glifosato em aguas superficiais por recomendagado na Resolucdo da Assembleia da Republica
N.° 88/2016 (2016).

Como resultado da reaprovacdo do glifosato varios paises implementaram ja medidas
de restri¢do e proibi¢do do seu uso (Beckie et a/, 2020; Kudsk & Mathiassen, 2020). Em Portu-
gal a aplicacao do glifosato continua a ser permitida apesar de, dependendo do tipo de uso,
profissional ou nao, ser necessario formagao especifica obrigatoria para aplicacao de fitofar-
macos e licengas de aplicador emitidas pelas Direcbes Regionais de Agricultura e Pescas

20



(Decreto-Lei N.° 101/2009, 2009; Lei N.° 26/2013, 2013). Excecionalmente, na Regidao Auto-
noma dos Acores, o uso dos herbicidas cuja substancia ativa seja o glifosato esta interdito no
espaco publico, de acordo com o Decreto Legislativo Regional N.° 28/2020/A (2020), regula-
mentado pelo Decreto Regulamentar Regional N.° 5/2021/A (2021). Os limites maximos de
residuos definidos para o glifosato sdo definidos de acordo com as diretivas da Comissao
Europeia, posteriormente transpostas para a lei portuguesa. O Decreto-Lei N.° 233/2006
(2006) é o mais recente diploma publicado que fixa os limites maximos de residuos de subs-
tancias ativas de produtos fitofarmacéuticos permitidos nos produtos agricolas de origem ve-
getal, tendo sido retificado pela Declaragdo de Retificagdo N.° 8/2007 (2007).

E de mencionar que Organizagdes Nao Governamentais (ONG) e ativistas ambientalistas
tém vindo a exercer pressGes para a tomada de decisdes politicas, que consequentemente
preveem a introducdo de medidas para a retirada faseada do glifosato, com vista ao abandono
das praticas agricolas com recurso a este herbicida e seus derivados.

Assim, estando prevista para 2022 a reavaliagdo da aprovac¢do do uso de glifosato na
UE, prevé-se, segundo a artigo de 15 de junho da newsl/etter da EFSA (2021), a introducdo de
medidas mais ambientalistas que levardo a aprovacao de restricdes nesta matéria, mas nao a
alteragdo da classificacdo do glifosato. Efetivamente, ja estdo documentados alguns estudos
como por exemplo Beckie et a/ (2020), onde se propde alternativas a agricultura com recurso
a agroquimicos.
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2.3 Método de Extracao

Cada método analitico compreende um determinado conjunto de procedimentos que
inclui: a preparacao das amostras, extracdo, purificagdo e determinacdo dos analitos de inte-
resse (Chawla et a/, 2018; Prodhan et a/, 2017). Para a analise de residuos de pesticidas em
matrizes alimentares, a preparagdo das amostras é fundamental para se obterem bons resul-
tados ndo s6 pela complexidade das matrizes que contém outros componentes que interfe-
rem com a analise (proteinas, glucidos, lipidos e pigmentos), mas também porque os analitos
estdo normalmente presentes em baixas concentragdes (Chawla et a/, 2018; Lucci et al, 2014;
Nez et al, 2012). Com efeito, os principais objetivos da preparacao das amostras sao a extracdao
e purificacdo dos analitos de interesse, removendo as substancias interferentes, sem que haja
perda de analitos e sem que os resultados da analise sejam afetados adversamente (Wilkowska
& Biziuk, 2011).

A escolha do método de extracdo depende de varios aspetos, tais como a composicao
e complexidade da matriz e das propriedade fisico-quimicas dos pesticidas (como por exem-
plo, a volatilidade e polaridade) (Lucci et a/, 2014). A extragao liquido-liquido ou extracao por
solventes é das técnicas mais importantes para a extracdo de pesticidas em matrizes alimen-
tares, baseando-se na imiscibilidade de dois liquidos com componentes de diferentes graus
de solubilidade (Prodhan et a/, 2017). Porém, pode também existir co-extracdo de outros
componentes da matriz, o que ira resultar em efeitos de matriz que interferem com a analise
(Nez et al, 2012). Este fendbmeno é observado em matrizes de frutos, vegetais e cereais uma
vez que estas contém pigmentos, aclcares, lipidos, proteinas, antioxidantes e compostos sul-
furados, pelo que, de forma a minimizar possiveis interferéncias, apds extracao é realizado um
passo de limpeza (Kaczynski, 2017). Uma das técnicas de limpeza mais utilizada é extragdo em
fase solida dispersa (dSPE), tendo ja sido avaliados os seguintes sorbentes: C18, SAX, Florosil,
PSA, GCB, Z-Sep+, MWCN e quitosano (Kaczynski, 2017; Nez et al, 2012).

O método de extracao designado por QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged
and Safe) é, atualmente, o método mais utilizado para a analise multi-residuos e multi-classe
de diferentes pesticidas (Nez et al, 2012). Esta técnica envolve a extragdo com solventes or-
ganicos (acetonitrilo, acetato de etilo ou outros) e com sais (sulfato de magnésio), seqguido de
um passo de limpeza com extracdo de fase-solida dispersiva (CVUA Stuttgart, 2011; Paya et
al, 2007). O QUEChERS ¢ aplicavel a uma ampla classe de pesticidas, com excegao dos pesti-
cidas ou contaminantes altamente polares ndo compativeis com QUEChERS (Attallah et a/,
2017).

Deste modo, em 2006 o Laboratério de Referéncia da Unido Europeia para pesticidas
que requerem Métodos de Residuo Unico (EURL-SRM) desenvolveu o método Quick Polar
Pesticide, um método rapido para a analise de varios pesticidas altamente polares em matrizes
de origem vegetal, através da extracdo com metanol acidificado e analise por cromatografia
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liquida acoplada a espectrometria de massa em tandem (LC-MS/MS) (Anastassiades et al,
2020; Attallah et al, 2017; Golge, 2021). Neste método, os residuos de pesticidas e os seus
metabolitos sdo extraidos da matriz, previamente homogeneizada, através do ajuste do teor
de agua, no caso dos produtos com teor de agua inferior a 80%, e da adi¢do de metanol
acidificado com acido férmico, e consequentemente, a mistura é congelada, centrifugada, fil-
trada e diretamente analisada por LC-MS/MS (Anastassiades et a/, 2020). Na Figura 2.7 en-
contra-se um resumo do procedimento do método de extragao.

10 mL de Metanol com
1% de Acido Férmico .
Centrifugar Filtcar
sobrenadante

(. { S
| Agitar 15 Saiglet Analisar LC-
1 minutos . MS/MS
Poro 0.45 um
f 10 mL de agua
Millie-Q 10 minutos
5000 rpm

y

¢
Agitar 5
. minutos

Pesar (10,0=0,1)g

Pesar (5,00 0,05)g
Figura 2.7 - Fluxograma resumido do método de extragdo QuPPe (adaptado de Anastassiades et a/, 2020).

E de notar que no método anteriormente mencionado ndo existem passos de limpeza,
pelo que verificam fortes efeitos de matriz. Com efeito, de modo a desenvolver um meéetodo
simples para a analise de herbicidas altamente polares em matrizes de origem vegetal,
Kaczynski (Kaczynski, 2017) otimizou o método de extragdo QuPPe, realizando modificagcdes
ao método (alteracdo do solvente de extracao) e introducao e selecdao de uma limpeza em
dPSE.

2.3.1 Preparac¢ao dos padrdes de calibragao

De forma a quantificar os pesticidas na maioria dos casos sao usados is6topos analogos
dos analitos em estudo como padrdes internos (IL-IS), adicionados diretamente na amostra
no inicio do procedimento de forma a compensar desvios de volume, perdas de analitos e
efeitos de matriz (Anastassiades et al/, 2020). Com efeito, se ndo forem utilizados padrdes
internos (PI) é necessario compensar os efeitos de matriz através de calibragées em matriz ou
através da adicdo de padroes (SANTE/12682/2019, 2019). Em ambos os casos, assume-se que
o volume total do extrato da amostra é de 20 mL.

A compensacao do efeito de matriz em cromatografia liquida acoplada a espetrometria
de massa (LC-MS) é mais complicada (SANTE/12682/2019, 2019). No caso das calibracdes em
matriz, a fracdo de massa (wg) de um determinado pesticida numa dada amostra pode ser
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calculada através da area do pico do pesticida, fator de correcdo e da massa da amostra pe-
sada inicialmente, como demonstrado na Equagdo 2.1 (Anastassiades et a/, 2020).
(Apico —b) 1 (Apico —b)
m

wp= P XV, =

X Fo
m m, método

Equacdo 2.1 - Célculo da fragdo de massa, wg, em mg kg™, sendo que: Aico corresponde a area do pico do pesticida;
b corresponde a ordenada na origem da reta de calibragdo; m corresponde ao declive da reta de calibracdo; m,
corresponde a massa da amostra pesada inicialmente; V: corresponde ao volume total do extrato da amostra; e
Fmetodo COrresponde ao fator do método que é o quociente entre Vi e ma.

Por outro lado, as calibracdes através de padrdo sdo as mais indicadas quando ndo sao
usados IS, uma vez que ndo sé compensa os efeitos de matriz mais eficazmente, mas também
as perdas de recuperagdo (Anastassiades et al, 2020; SANTE/12682/2019, 2019). Neste mé-
todo a concentracdo do analito na amostra a analisar € determinada por extrapolacdo, pelo
gue é imperativo que haja uma relacdo de linearidade entre as concentracdes dos pesticidas
e os sinais detetados em toda a gama de linearidade (Anastassiades et al, 2020;
SANTE/12682/2019, 2019). A Equacdo 2.2 descreve o grafico de calibracdo. A constante b da
equacao do grafico de calibragdo indica a massa de pesticida presente na aliquota do extrato
da amostra (Anastassiades et a/, 2020).

Apico =M X Cpesticida T b
Equagdo 2.2 - Reta de calibragdo em matriz, em que: A ico corresponde do pico do pesticida m corresponde ao

declive da reta de calibragdo; b corresponde a ordenada na origem da reta de calibragdo; e Cpesticida COrresponde a
contracdo do pesticida.
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24 LC-MS/MS

A cromatografia liquida acoplada a espetrometria de massa fornece uma potente ferra-
menta analitica (McMaster, 2005). Relativamente ao métodos cromatograficos convencionais,
a técnica de LC-MS permite obter uma seletividade e confirmacao adicional do analito em
estudo, através da determinagdo da razdo massa/carga dos ides (Kruve et al, 2015a).

A cromatografia liquida acoplada a espetrometria de massa em tandem, LC-MS/MS,
permite obter mais informacado uma vez que, para além de medir o peso molecular, fragmenta
0 ido precursor, segmentando-o em ides mais pequenos e medindo o seu peso molecular,
através de um scan de produto de massa (McMaster, 2005). Na Figura 2.8 encontra-se uma
representacdo esquematica de um sistema LC-MS/MS. Estes sistemas sdo complexos, consis-
tindo num sistema de cromatografia liquida de elevada eficiéncia (HPLC) acoplado a um es-
petrémetro de massa (McMaster, 2005). Uma vez que esta técnica envolve um vasto leque de
parametros para que se obtenha a performance desejada, os parametros devem ser ou estar
perto dos valores 6timos (Kruve et a/, 2015a).

A elevada sensibilidade desta técnica em conjunto com a sua versatilidade faz com que,
atualmente, a técnica de LC-MS esteja na vanguarda das técnica analiticas cobrindo uma vasta
area de aplicagdes das quais se destacam: a descoberta e identificagdo de novos compostos
para a industria farmacéutica; a protedmica; e os estudos de vestigios de metabolitos e con-
taminantes (Delatour et a/, 2018; S. Li et a/, 2021; McMaster, 2005; Steiner et a/, 2021).

Fase Movel
Espectrometro de Massa

Injetor Valvula de injecao
Automatico
Seringa

-

Tray de Amostras

Detetor

Quadrupolos

Lentes

[o]
[
s/

Electrospray

Coluna

Célula de Colisao

Figura 2.8 - Representacdo esquematica de um sistema LC-MS/MS com um triplo quadrupolo como analisador de
massa (adaptado de Ostman, 2018).

2.4.1 Cromatografia Liquida de Elevada Eficiéncia

A cromatografia € um método analitico inventado pelo botanico Mikhail Tswett em
1903, sendo uma técnica crucial na separagao, identificacao e purificagdo dos componentes
quimicos de uma mistura complexa (Harris, 2010). O principio de qualquer método cromato-
grafico é a forma como um componente de uma mistura complexa se distribui entre duas

fases imisciveis.
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Os sistemas cromatograficos consistem numa fase estacionaria, e numa fase mével, que
se movimenta sobre ou pela fase estacionaria (Wilson, 2010). A medida que os compostos s&o
eluidos, um detetor ira determinar a concentragdo do analito de interesse em fun¢éo do tempo
ou volume de eluigdo, originando um grafico denominado de cromatograma (Harris, 2010). A
afinidade dos componentes de uma mistura para cada uma das fases vai depender nédo s6 do
tipo e propriedades das fases, mas também da temperatura, do tipo de interagdes estabeleci-
das entre o analito e cada uma das fases e das caracteristicas moleculares do analito (tamanho
e polaridade) (Harris, 2010; Skoog et a/, 2014; Wilson, 2010).

A cromatografia € uma técnica ampla, englobando diversas técnicas de separacdao que
podem ser categorizadas de acordo com o mecanismo de separagdo, estado fisico da fase
movel, suporte do leito cromatografico (em coluna ou planar) ou com a escala da separacao
(analitica ou preparativa) (Harris, 2010; Skoog et a/, 2014). A cromatografia liquida de alta
eficiéncia, é das técnicas cromatograficas mais versateis e utilizadas (Skoog et al, 2014). De-
senvolvida na década de 60, baseia-se na utilizacdo de altas pressdes para forcar a passagem
do solvente em colunas empacotadas com particulas de pequenas dimensdes, permitindo ob-
ter elevadas resolucdes (Harris, 2010).

A performance cromatografica é caracterizada por varios parametros dos quais: o tempo
de retengdo, que é o tempo que decorre desde a injecdo; fator de retencdo ou capacidade,
que consiste no tempo despendido pelo analito na fase estacionaria relativamente ao despen-
dido na fase mével; fator de seletividade, isto é, a capacidade dos sistemas de discriminarem
dois analitos; e resolucdo, ou seja, o sucesso de uma separacao cromatografica atendendo a
distancia entre dois picos cromatograficos relativamente as suas larguras (Harris, 2010; Skoog
et al, 2014; Wilson, 2010).

Na técnica de HPLC, um dos parametros mais importantes é a eficiéncia da coluna, uma
vez que permite avaliar capacidade de uma coluna em separar os componentes de uma mis-
tura. Este parametro assenta no conceito de "prato tedrico", que é o espaco suficiente numa
coluna para que haja um equilibrio do analito entre as duas fases, sendo que quanto maior
for o niUmero de equilibrios e menor a altura do prato tedrico, mais estreitos serdo os picos
cromatograficos, pelo que maior sera a eficiéncia da separagao (Harris, 2010; Wilson, 2010).

Existem varios fatores que levam ao alargamento dos picos cromatograficos sendo es-
tes: a aplicacdo da amostra na coluna; a difusdo longitudinal; os percursos multiplos que as
particulas podem tomar; e o tempo de equilibrio entre as duas fases (Skoog et al, 2014; Wil-
son, 2010). A relacdo entre estes fatores e a altura de um prato tedrico é dada pela Equagdo
de van Deemter (Equagao 2.3) (Skoog et al, 2014).
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B
H=A+-+CXu
u

Equacgdo 2.3 — Equacdo de van Deemter para a altura de um prato tedrico, H, em que u corresponde a velocidade
de fluxo linear da fase mével (cm s77); e A, B e C correspondem as constantes para uma dada coluna e fase estaci-
onaria para os efeitos de percursos multiplos, difusdo longitudinal e transferéncia de massa, respetivamente.

Deste modo, a base tedrica da técnica HPLC centra-se no facto de que a area superficial
da fase estacionaria influencia o nimero de pratos teéricos, aumentando-o quanto menores
forem as particulas que constituem a fase estacionaria (Harris, 2010). Ndo obstante, quanto
menor o tamanho das particulas, maior sera a resisténcia ao fluxo, criando-se uma pressao de
resisténcia na coluna, diretamente proporcional ao fluxo e tamanho da coluna (Wilson, 2010).
Com o desenvolvimento de fases estacionarias com particulas de diametro de 3 a 10 um que
suportam pressdes na ordem do 400 bar, foi possivel aumentar o nUmero de pratos tedricos,
e consequentemente a resolucdo, ultrapassando a resisténcia criada devido ao tamanho das
particulas (Harris, 2010; Wilson, 2010).

A técnica de HPLC assume-se vantajosa, ainda que com eficiéncia inferior a cromatogra-
fia gasosa, dado que é altamente seletiva, permite uma ampla gama de aplicagéo e é aplicavel
a substancias ndo volateis e/ou termicamente instaveis (Harris, 2010; Skoog et a/, 2014).

Mais recentemente, com o mesmo principio que o HPLC, surgiu a técnica cromatografia
liquida de ultra eficiéncia (UHPLC), que se distingue por possuir uma fase estacionaria com
particulas de dimensdes inferiores a 2 um e utiliza pressdes na ordem dos 50 a 1300 bar (Agi-
lent Technologies, 2016). O sistema UHPLC opera dez vezes mais rapido que um HPLC con-
vencional, obtendo-se cromatogramas completos em cerca de 5 minutos (Skoog et a/, 2014).

Na area alimentar estas técnicas tém vindo a crescer cada vez mais , tornando-se mais
relevantes, uma vez que permitem a analise de residuos de acUcares, acidos organicos, lipidos,
aminoacidos, toxinas, vitaminas e residuos de pesticidas em frutos e vegetais (Nielsen, 2010).

Os componentes principais de um sistema HPLC sdo a bomba, o injetor, a coluna, o
detetor e o software de recolha de dados (Nielsen, 2010). Além disso sdo também importantes
a fase mével e a fase estacionaria. De uma forma resumida, a amostra é injetada para a fase
movel que corre na coluna, sendo os analitos de interesse separados de acordo com o tipo de

coluna.

24.1.1 Injetor

A correta aplicagdo das amostras é um fator determinante para se alcangar o sucesso
numa separacao cromatografica (Wilson, 2010). Atualmente, os injetores manuais tém sido
substituidos por injetores automaticos (autosamplers), devido a sua capacidade em realizar
varias injecBes com elevada precisdo e exatiddao de volumes entre 0,1 pL e 100 pL (Agilent
Technologies, 2016; Skoog et al, 2014).
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O tipo de injetores automaticos mais utilizado € o /oop integrado (integrated-loop) uma
vez que, para além da sua elevada precisao, inibe de fendmenos de transporte (carryoven
(Dong, 2019). Na Figura 2.9 encontra-se esquematizado um diagrama de um injetor em /oop.
O injetor tem duas posicoes: carga (/oad) e injecao. Na posicdo de carga, a amostra é injetada,
com uma agulha de pontas rombas, para o /oop, preenchendo cerca de 20% do seu volume
(Harris, 2010; McMaster, 2005). Seguidamente, o injetor roda rapidamente 60° no sentido con-
trario ao dos ponteiros do relégio para a posicao de injecdo, sendo a amostra injetada na
coluna a alta pressao (McMaster, 2005).

Seringa

Posicio de carga A Posigao de Injegao B

Figura 2.9 — Injetor em /oop. A — O Joop é carregado pela amostra, saindo o excesso pela porta do desperdicio.
Nesta posicdo o eluente atravessa a coluna. B — A rotacdo da valvula de injecdo num angulo de 60°, em sentido
contrario ao dos ponteiros do reldgio, faz com que a amostra seja injetada na coluna com alta pressdo (adaptado
de Harris, 2010).

24.1.2 Bomba

Os sistemas de bombeamento devem manter a circulacdo de um fluxo contante e con-
tinuo de eluente através da coluna e do detetor (Harris, 2010; Wilson, 2010). Tipicamente, os
fluxos devem ser precisos e livres de pulsos, com velocidades abrangendo 0s 0,01 a 10 mL/min,
para HPLC, e 0,001 a 2 ou 5 mL/min, para UHPLC e limites de pressao de 400 bar, para HPLC,
ou de 1000 a 1500 bar, para UHPLC (Agilent Technologies, 2016; Dong, 2019).

O tipo de bomba mais utilizado em HPLC séo as bombas de movimento alternado, re-
clprocating pump, que consistem numa pequena camara cilindrica que é preenchida com sol-
vente e posteriormente esvaziada devido ao movimento de um pistdo (Skoog et a/, 2014).

Antes da entrada da fase movel no sistema, ha mistura dos solventes, que pode ocorrer
em propor¢do constante, modo isocratico, ou em proporcao variavel, modo gradiente (Agilent
Technologies, 2016). Apesar da separacao isocratica ser preferida para a separagdo de misturas
simples, porque ndo implica reequilibrar a coluna, existem misturas cuja separagao implica
fases modveis mais complexas e portanto requerem uma separagdo em modo gradiente
(McMaster, 2005). Na separacao em modo gradiente, dois ou mais solventes com diferente
poder de elui¢do sdo utilizados, havendo uma variacao gradual da composi¢do da fase mével
por alteracdo da proporcdo dos componentes desta, através do aumento da percentagem do
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eluente do componente com maior poder de eluicao (Agilent Technologies, 2016; Skoog et
al, 2014).

Atendendo a forma como os solventes sdo misturados na separagdo em modo gradiente
podemos distinguir dois tipos de bombas: binarias e quaternarias (Dong, 2019). As bombas
quaternarias misturam os solventes em baixa pressdo, existindo apenas uma Unica bomba que
puxa a fase moével de uma valvula proporcional de quatro portas, que combina e mistura os
diferentes solventes em proporg¢des predefinidas, podendo-se criar gradientes binarios, ter-
ciarios e quaternarios (Agilent Technologies, 2016; Dong, 2019). Neste tipo de bombas é fun-
damental a desgaseificacdo dos solventes para remover o gas dissolvido, evitando variacdes
na resolucdo da coluna e interferéncias com o detetor (Dong, 2019). A desgaseificagdo pode
ser realizada de varias formas: aquecimento, agitacdo magnética, aplicacdo de vacuo, ultraso-
nificacdo ou adi¢do de um gas inerte, hélio, aos eluente (Wilson, 2010).

Por sua vez, nos sistemas binarios a mistura dos solventes é realizada em alta pressao,
sendo utilizadas, duas ou, ocasionalmente trés, bombas para a producdo de gradientes bina-
rios, através da alteracdo do fluxo de cada bomba (Dong, 2019). Com efeito, dado a que a
mistura dos solventes ocorre num misturador externo a saida de cada bomba, isto é, apds a
pressurizacdo, a desgaseificagdo dos solventes ndo é fundamental (Agilent Technologies,
2016). Relativamente ao atraso de volume de gradiente (volume entre a o ponto de mistura e
a coluna), os sistemas binarios possuem um atraso menor, face aos sistemas quaternarios,
permitindo utilizar colunas com diametros menores e analises mais curtas e rapidas (Agilent
Technologies, 2016; Dong, 2019).

24.1.3 Coluna

A coluna é o cerne da técnica de HPLC, uma vez que é o suporte da fase estacionaria,
cujas caracteristicas sao essenciais para a retenc¢ao diferencial dos compostos de uma mistura
e, consequentemente, para performance e sucesso das separacdes cromatograficas (Dong,
2019).

As colunas cromatograficas consistem num cilindro de aco inoxidavel, plastico ou, mais
raramente, vidro, com um comprimento variavel entre 2 e 30 cm e diametro interno de 2,1 a
4,6 mm (Dong, 2019; Harris, 2010; Skoog et al, 2014). As colunas sdo revestidas pela fase
estacionaria que consiste em pequenas particulas esféricas e porosas, com dimensdes de 2 a
5 mm (Dong, 2019; Harris, 2010).

Em UHPLC, dado as altas pressdes utilizadas, as colunas sdo de aco inoxidavel, possuindo
um comprimento de 50 a 100 mm e um diametro interno de 1,0 a 2,1 mm (Agilent Technolo-
gies, 2016; Maldaner & Jardim, 2012; Turner & Jenkins, 2018). Além disso, esta colunas carac-
terizam-se por possuirem particulas de dimensdes inferiores a 2 ym (Wilson, 2010). Com
efeito, ndo s6 ha uma reducdo da transferéncia de massa e dos percursos multiplos que os
solutos podem tomar , permite melhor eficiéncia e resolucao da coluna, como também ha
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uma diminuicdo dos gradientes de temperatura formados pela friccdo causada pelo fluxo da
fase mével, devido a maior relagao area/volume que permite uma melhor dissipagdo de calor
(Turner & Jenkins, 2018).

As particulas devem ser quimicamente estaveis, altamente resistentes, de tamanho uni-
forme, seletivas e garantir boa performance (Maldaner & Jardim, 2009; Nielsen, 2010). Os ma-
teriais mais utilizados como fases estacionarias em cromatografia liquida, sdo particulas poro-
sas de silica e de silica hibrida, e resinas organicas sintéticas (Dong, 2019; Nielsen, 2010). As
particulas hibridas de silica apresentam-se vantajosas por diminuirem efeitos de tailing dos
picos cromatograficos e por terem um pH de operacdo de 2 a 12 (Dong, 2019). E de mencionar
gue as inovacdes na sintese de particulas hibridas ou a base de silica tem permitido o desen-
volvimento de particulas capazes de tolerar as condi¢des exigentes de pressdo em UHPLC
(Turner & Jenkins, 2018).

Recentemente foram desenvolvidas colunas empacotadas com particulas de carbono
grafitico poroso (CGP), de superficie cristalina, estaveis numa gama de pH de 1 a 14, estéreo-
especificas e compativeis com varios sistemas de solventes, permitindo a separagdo de varios
compostos durante uma Unica corrida (Thermo Fisher Scientific, 2007). As particulas CGP pos-
suem caracteristicas cromatograficas Unicas que as tornam numa alternativa ideal as fases
estacionarias convencionais para a separagdo de compostos altamente polares e ionizaveis
(Ali et al, 2013).

O mecanismo de separacao por CGP é ainda pouco conhecido, uma vez que estas par-
ticulas apresentam um comportamento cromatografico completamente distinto do convenci-
onal (West et al, 2010). De um modo geral, o mecanismo de retencdo deve-se a fendmenos
de interacdes dispersivas entre o analito e a superficie plana das particulas, aumentando a
retencao com a hidrofobicidade da molécula, e a fendmenos de retencao polar da grafite, ou
seja, a interagdo dos compostos polares com a superficie polarizavel da grafite, que leva a
indu¢do de um dipolo, dependente da estrutura tridimensional da substancia a analisar
(Thermo Fisher Scientific, 2007; West et a/, 2010).

2.4.2 Espetrometria de Massa em 7andem (MS/MS)

A espetrometria de massa € uma técnica microanalitica, poderosa e versatil que deteta,
determina e quantifica seletivamente um analito, baseando-se na detecdo da razdo massa
sobre carga (m/z) de iGes provenientes de uma fonte de ionizacdo (Skoog et al, 2014; Watson
& Sparkman, 2007).

As moléculas na amostra em analise sdo ionizadas na fase movel, sendo posteriormente
separadas de acordo com a sua razao m/z e detetadas consoante a sua abundancia (Nielsen,
2010; Wilson, 2010). A separagao tira proveito do movimento dos ides num espago sob o
efeito de um campo elétrico ou magnético, ocorrendo em vacuo, de forma a evitar colisdes

que alterem ou deteriorem o ido (Watson & Sparkman, 2007).
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Os sinais detetados pelo espetrometro de massa ddo origem a um espetro de massas,
que é um grafico que ilustra a relagdo ente a abundancia relativa e a razdo m/z dos ides (Wat-
son & Sparkman, 2007). Nos espetros de massa, a abundancia dos outros ides é calculada
relativamente ao fragmento com maior intensidade, ao qual se assume uma abundancia de
100% e se da o nome de pico de base (Nielsen, 2010). E também de destacar o pico corres-
pondente ao ido molecular que é o pico que representa a molécula intacta, distinguindo-se
por ter maior razao m/z (Watson & Sparkman, 2007).

A singularidade do processo de ionizagdo fragmentacao e detecao faz com que esta
técnica permita detetar e identificar compostos desconhecidos fornecendo informagdes sobre
a massa molecular, composicdo elementar, estrutura quimica (Nielsen, 2010; Skoog et a/,
2014).

A espetrometria de massa em tandem, MS/MS consiste na consequente (ou diferente)
fragmentacao dos ides provenientes de espetrémetro de massa primario, que irdo ser anali-
sados num segundo espetrémetro de massa (Watson & Sparkman, 2007). A técnica MS/MS
combina dois espetrometros de massa e uma célula de colisao, sendo o triplo quadrupolo o
analisador mais utilizado em MS/MS (McMaster, 2005; Watson & Sparkman, 2007). De um
forma simplista, a técnica de MS/MS consiste numa forma de obter um espetro de massa a
partir de um espetro de massa (Watson & Sparkman, 2007).

Os principais componentes de um MS sdo a bomba de vacuo, o injetor de amostra, a
fonte de ides, o analisador de massas e o detetor (Wilson, 2010). A introducdo da amostra na
fonte de ionizagdo pode ocorrer de forma estatica, através de sondas de inser¢do diretas, ou
de forma dinamica, que envolve a interface com métodos cromatograficos (Nielsen, 2010).

24.2.1 Interface com LC: Electrospray (ESI)

O primeiro passo para uma analise por MS é a introducdo da amostra na camara da
fonte de ionizacdo. Para amostras complexas a introducdo é realizada segundo um método
dinamico, isto é, a amostra é separada segundo os seus componentes individuais e posterior-
mente analisada por MS, segundo uma interface (Nielsen, 2010).

A interface deve ser capaz de remover o excesso de solvente e os seus aditivos (sem
remover os compostos de interesse), de forma a prevenir a colisdo dos ides produzidos no
interface com as moléculas de ar (McMaster, 2005). Além disso, a interface deve também io-
nizar os compostos de interesse, através de um processo de dessolvatagdo na presenca de um
campo elétrico altamente carregado a pressdo atmosférica (Nielsen, 2010).

Os sistemas de interface mais utilizados sdo o electrospray, a ioniza¢do a pressao atmos-
férica (APCI) e, mais recentemente, a fotoionizacdo a pressdo atmosférica (APPI) (McMaster,
2005; Watson & Sparkman, 2007).
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A técnica de electrospray é uma das técnicas de ionizagdo mais utilizadas na interface
de HPLC com o MS uma vez que permite a ionizagdo em solucao, possibilitando a analise de
compostos termolabeis e com baixas pressdes de vapor (Watson & Sparkman, 2007). Além
disto, esta técnica é capaz de produzir ides multiplamente carregados e é dependente da
concentracdo, sendo compativel com sistemas de HPLC de microfluxo (McMaster, 2005; Wat-
son & Sparkman, 2007)

O electrospray, Figura 2.10, € uma técnica de soft ionization, baseando-se na dessorcao
dos ides da superficie do liquido (Wilson, 2010). A ionizacao ocorre através da passagem do
eluente proveniente do HPLC por um tubo capilar aquecido (agulha ESI), sobre o qual é apli-
cada uma diferenca de potencial de 3 a 5 kV (McMaster, 2005; Watson & Sparkman, 2007). A
aplicagdo de alta voltagem a um liquido leva a um fendmeno denominado de cone de 7ay/or,
que consiste na deformacao do liquido numa forma eliptica (Watson & Sparkman, 2007). As
goticulas carregadas deformam-se, diminuindo rapidamente de tamanho, aumentando a
carga por unidade de volume, levando a uma explosdo Coulombica/repulsdo eletrostatica,
saindo o liquido evaporado em spray pelo final do tubo (McMaster, 2005). De forma a facilitar
a evaporacdo dos solventes pode ser utilizada uma cortina de gas inerte nebulizante, tipica-
mente azoto, a volta da agulha do ESI, podendo este processo apresentar-se vantajoso para
os compostos termolabeis (Wilson, 2010).

Analisador de
massas

Agulha de Cone de N
Electrospray Taylor ?
\
v
Ny
Voltagem

Figura 2.10 — Representacdo esquematica de uma fonte de ionizacdo Electrospray, numa interface com LC-MS. A
amostra é encaminhada para a agulha do electrospray, aquecida, na qual é aplicada uma diferenca de potencial
que leva a evaporacédo do liquido em spray. Durante este processo observa o fendmeno de cone de T7aylor que
consiste na deformagdo do liquido numa forma eliptica, formando goticulas carregadas.

Esta técnica é recomendada para a analise de compostos altamente polares e ionizaveis,
sendo particularmente Gtil para a analise de grande polimeros como proteinas e DNA (McMas-
ter, 2005; Wilson, 2010).

2.4.2.2 Analisador de Massa: Triplo quadrupolo (TQ)

ApOs ionizagdo, os ides sao enviados para um analisador de massa que ira separar os
ides consoante a sua razdo m/z, atendendo aos seus comportamentos caracteristicos segundo
um campo magnético ou elétrico (Watson & Sparkman, 2007; Wilson, 2010).
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No analisador é selecionada uma razdo m/z especifica, sendo apenas medida a abun-
dancia dos ides dentro da gama m/z selecionada (Wilson, 2010). Os ides com um m/z fora da
gama escolhida tém uma trajetoria instavel, ndo sendo analisados (Dong, 2019).

Existem varios tipos de analisadores assim como quadrupolo, armadilha de ides, tempo
de voo, transformadas de Fourrier, Orbitrap (McMaster, 2005). Contudo, a maioria dos instru-
mentos tem um determinado tipo de ionizacao acoplado a um determinado analisador que
atua segundo um principio especifico, como por exemplo o ESI que esta acoplado ao quadru-
polo (Wilson, 2010).

Na Figura 2.11 esta representado um quadrupolo consistindo em quatro hastes cilindri-
cas metalicas paralelas (Wilson, 2010). A cada haste é aplicada uma corrente continua (CC) a
qual é sobreposta uma voltagem de radio frequéncia (RF), criando um campo elétrico hiper-
bélico ao longo das hastes (Watson & Sparkman, 2007; Wilson, 2010). Apds a saida da fonte
de ionizacao, os ides sao acelerados (5 a 15 V) para o espaco central do quadrupolo em direcao
ao detetor (Watson & Sparkman, 2007). A variacdo da magnitude da amplitude de RF e dos
potenciais da CC, de forma controlada e precisa, permite variar o campo elétrico, selecionando
ides com razdes m/z especificas (Wilson, 2010). Para um determinado conjunto de potenciais
de CC e RF, s6 os ides com razdo m/z sao capazes de atravessar o eixo horizontal do quadru-
polo evitando colisdes com as hastes, chegando ao detetor (Dong, 2019; Watson & Sparkman,
2007).

Hastes metalicas Detetor

4 .
'+'+’++;¢:+ e . Fonte de RF
Ioes '
7 — Fonte de CC

Figura 2.11 - Representagdo esquematica de um quadrupolo. A verde estdo representados os ides precursores que
entram no quadrupolo para selecdo de um ido precursor com m/z especifico. A selecdo dos ides é realizada através
da definicdo de determinados potenciais de CC e de RF. Os ides com trajetoria instavel chocam contra as hastes
metalicas ndo sendo analisados pelo detetor.

A ligacao entre trés quadrupolos em sucessdao denomina-se de triplo quadrupolo (TQ),
funcionando o primeiro (Q1) e terceiro (Qs) quadrupolo como filtros de massa e o segundo
quadrupolo (gz2) é um quadrupolo apenas com potencial RF, onde ocorre fragmentagado por
interagdo com um gas de colisdao (normalmente azoto ou argon) (Dong, 2019). Na Figura 2.12
pode-se observar uma representacdo esquematica de um triplo quadrupolo. Os iGes precur-
sores sao selecionados no primeiro analisador, sendo fragmentados através da colisdo com
moléculas de um gas de colisdo e, os fragmentos dos ides, sdo encaminhados para o segundo
espetrdmetro de massa para separacao e analise (McMaster, 2005). O processo dissociativo
mais utilizado é a dissociagdo ativada por colisdo (CAD), que consiste na inducdo da
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decomposicao do iao selecionado, ido precursor, através da colisdo com um gas inerte (argon
ou hélio), produzindo ides produto. (Watson & Sparkman, 2007; Wilson, 2010).

Selecaode umiao Fragmentacéo por Selecaodeides-
precursorcomm/z  dissocia¢doativada  produtoespecificos
especifico

por colisdo

e A
g [E—
I '
e

92 Qs

Figura 2.12 - Representacdo esquematica de um triplo quadrupolo. A verde estdo representados os ides precursores
gue entram no primeiro quadrupolo, Qi, onde héa selecdo de um ido precursor especifico. O ido precursor segue
para a célula de colisdo, g, onde se dé a fragmentacdo por colisdo com um gas inerte, estando os fragmentos
representados a amarelo, azul, roxo e vermelho. Por fim, no terceiro quadrupolo, Qs, ha sele¢do dos ides produtos
especificos.

O método de analise quantitativa mais utilizado com um triplo quadrupolo é a monito-
rizacdo de reacdo selecionada (SRM) também conhecido como o método de monitorizagdo
de rea¢des multiplas (Dong, 2019). Esta técnica, altamente especifica e seletiva, permite quan-
tificar seletivamente compostos presentes em misturas complexas (Proteomics International,
2021). Com efeito, ha monitorizacdo de uma ou mais transicdes de m/z de um ido precursor
com especifico num ou mais fragmentos de ides produto especificos (Watson & Sparkman,
2007).
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2.5 Validacao

O objetivo de qualquer método analitico é fornecer dados consistentes, confiaveis e
precisos, sendo que, dado que um método envolve manipula¢des suscetiveis a acumulagdo
de erros sistematicos e/ou aleatérios que, em determinadas situa¢des, podem originar desvios
significativos no valor do resultado final, & necessario determinar a priori as limitagdes do
método (Guia RELACRE 13, 2000; Peris-Vicente et a/, 2015).

Os resultados de um método analitico sdo importantes para a tomada de decisdes como,
por exemplo, a aceitacao ou rejeicdo de um lote, pelo que, resultados nao fiaveis poderao
conduzir a uma decisdo errada colocando em causa ndo s6 o método, mas também, por vezes,
a saude do consumidor (Peris-Vicente et a/, 2015).

E imperativo que os laboratérios disponham de meios e critérios que permitam demons-
trar, através da validacdo, que os métodos que executam produzem resultados crediveis e
adequados a qualidade pretendida (Guia RELACRE 13, 2000). Posto isto, a validacao surge
como o ato de provar através de varios procedimentos que para um determinado método a
quantificagdo de analitos especificos numa determinada matriz, é confiavel e reprodutivel (IAS,
2015).

O processo de validacao deve ser realizado sempre que um laboratério praticar métodos
internos de ensaio, devendo-se realizar estudos de validacdo ao método: antes de o colocar
em rotina; durante a sua implementagdo; ou sempre que se verifiquem modificagcdes ao
mesmo. Os requisitos minimos para a validagdo de métodos internos de ensaio dependem do
tipo de método em causa e compreendem o estudo e conhecimento dos parametros seguin-
tes: a exatidao, precisdo (como repetibilidade e reprodutibilidade), linearidade, limites de de-
tecdo (LD) e limite de quantificacdao (LQ) (Guia RELACRE 13, 2000).

Durante a implementacdo do método para a determinacao de glifosato em amostras
vegetais, foram seguidos os critérios de aceitacdo descritos pelo Guia SANTE/12682/2019
(2019), para os parametros acima mencionados.

2.5.1 Gama de trabalho

A gama de trabalho pode ser definida como o intervalo entre a concentracdo mais alta
e mais baixa de analito numa amostra, para o qual ja tenha sido demonstrado que, através de
um método analitico, é possivel obter resultados com um nivel de precisdo, exatidao e linea-
ridade adequados (IAS, 2015).

A gama de trabalho pode ser avaliada pelo teste da homogeneidade das variancias. Este
teste, também conhecido como teste F (Snedecor/Fisher) averigua se as variancias de duas
populacbes sao iguais, ou seja, avalia a existéncia de diferencas significativas entre as varian-
cias associadas aos limites da gama de trabalho (Guia RELACRE 13, 2000). O valor de teste, VT,
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€ depois comparado com os valores tabelados do teste F (para n-1 graus de liberdade) (ISO
8466-1, 1990). Caso o valor de teste seja igual ou menor que o valor tabelado, pode se afirmar
gue ndo existem diferencas significativas, estando a gama de trabalho bem ajustada (Guia
RELACRE 13, 2000).

E de referir que a gama de trabalho deve ter em conta os limites legais do analito em
estudo para as amostras analisadas e a capacidade de detecao do instrumento (Magnusson
& Ornemark, 2014).

2.5.2 Linearidade

A linearidade é definida como a capacidade de, através de um método, se obterem sinais
analiticos (variavel dependente) diretamente proporcionais a concentragdo do analito numa
determinada amostra (variavel independente), dentro da gama de trabalho definida (IAS,
2015).

A calibracao indica um processo pelo qual a resposta dum sistema de medida se relaci-
ona com uma concentracdo ou quantidade de uma substancia conhecida (Guia RELACRE 13,
2000). Nos métodos cromatograficos, assume-se que a curva de calibragdo se traduz numa
equacao polinomial de primeiro grau, Equagdo 2.4, que relaciona o sinal do analito (area do
pico do analito) e a sua concentracdo (Peris-Vicente et al, 2015). E de referir que quando a
curva de calibracédo corresponde a uma reta, e caso se utilize o método dos minimos quadra-
dos para a regressao linear, pressupde-se uma distribuicdo normal dos erros e que ha homos-
cedasticidade (homogeneidade de variancias) ao longo da reta (Guia RELACRE 13, 2000).

y=mx+b

Equagdo 2.4 — Forma algébrica da equacdo de uma curva de calibracdo, em que: y representa ao sinal do analito
(érea do pico do analito); m representa o declive da reta; x representa a concentracdo de analito; e b representa a
ordenada na origem.

E de mencionar que, de acordo com a metodologia escolhida, as curvas de calibracao
podem ser construidas de diferentes modos, isto &, através do método de adicao de padrdes
em solvente (curva de calibracdo em solvente), do método de adicao de padrdes em extrato
de matriz (curva de calibragdo em matriz), ou do método de adicdo de padrdes, em que ha
adicao dos padrées em matriz, seguindo-se posteriormente o protocolo de extracdo (Anas-
tassiades et a/, 2020; EMA, 2015; SANTE/12682/2019, 2019). Deste modo, recomenda-se que
a curva de calibragado seja construida com base num minimo de 5 pontos de concentracao
analito, distribuido equitativamente pela gama de trabalho definida (IAS, 2015;
SANTE/12682/2019, 2019).

Existem diversos testes que permitem averiguar a linearidade associada a uma curva de
calibragcdo. Neste trabalho, a linearidade foi avaliada através do residuais, teste de Mandel,
fator de correlacao e teste de R/IKILT.
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2.5.2.1 Teste de Mande/

A linearidade deve ser descrita por um modelo de regressao que se adeque, isto &, por
um modelo de regressao linear ou por um modelo de regress@o nao linear (por exemplo, um
modelo polinomial) (EMA, 2015; Guia RELACRE 13, 2000).

O teste de Mande/permite a comparacao do ajuste de dois modelos de regressao (linear
e nao linear), de forma a averiguar qual descreve melhor a linearidade. Deste modo, a partir
de um conjunto de pares ordenados, sdo determinadas as fun¢des de calibragao linear e de
calibragdo ndo linear, bem como os respetivos desvios padrdes residuais.

Posteriormente, é a avaliada diferenca das variancias, Equagao 2.5, e determinado o valor
de teste, isto é, o valor da distribuicdo de Fisher-Snedecor para um nivel de significancia de
1% e N-3 graus de liberdade, Equagado 2.6 (Guia RELACRE 13, 2000).

DS* = (N—2) xS; —(N—3)xS5,
Equacdo 2.5 - Diferenca de variancias DS? em que, N é o niumero de padrdes de calibracdo; Sy12 é o desvio-padréo
residual da funcdo de calibragdo linear; e Sy»*> é o desvio-padrao residual da fungdo de calibragdo néo linear.
vr =25
S,

Equacdo 2.6 - Valor da distribuicdo de Fisher-Snedecor para um nivel de significancia de 1% e N-3 graus de liber-
dade, VT.

Se o valor de teste for igual ou inferior ao valor tabelado, a fun¢é@o de calibragéo linear
€ a que melhor se ajusta aos pontos experimentais, caso contrario, ou seja, quando VT> Fiape-
lado, SUGeEre-se que a gama de trabalho seja reduzida, com vista a obter-se uma funcéo de
calibracao linear (ISO 8466-1, 1990).

2.5.2.2 Fator de Correlagao

Se se verificar que existe uma relacdo linear, os resultados devem ser avaliados segundo
uma regressao linear, que permitira o calculo das constantes da curva de calibragdo, assim
como o coeficiente de correlacao (Peris-Vicente et a/, 2015). O coeficiente de correlacado (R),
calculado de acordo com a Equacgao 2.7, permite a avaliagdo da calibragé@o analitica podendo
este tomar valores entre -1 e +1. De forma a serem aceitaveis, as curvas de calibracdo, geral-
mente, devem apresentar um coeficiente de correlacao superior a 0,995 (Guia RELACRE 13,
2000). E de referir, no entanto, que este parametro, apesar de um bom indicador de correlacéo,

nao indica necessariamente que se verifique linearidade.
R = Y {(x = X). (vi — 9)}
JIEX a0~ 02 (58401 - 92)]

Equagdo 2.7 - Coeficiente de correlacdo, R, de uma reta em que x; corresponde aos valores individuais de concen-
tragdo; X corresponde a média de valores de x; yi corresponde aos valores individuais de sinal instrumental; y
corresponde a média de valores de y; i corresponde ao nimero do padrao; N corresponde ao nimero de pontos
marcados na reta.
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2.5.2.3 Analise de Residuos

Numa primeira instancia a linearidade pode ser avaliada visualmente através do tracar
de uma curva de calibracdo como ja supra descrito (Peris-Vicente et a/, 2015). O célculo dos
residuais (teste dos residuais) pode ser Util para demonstrar a aplicabilidade de um modelo
linear (Kruve et a/, 2015b). Este teste consiste no calculo da percentagem de desvio entre as
concentragdes experimentais e a concentracao calculada a partir da curva de calibracao, como
demonstrado na Equagdo 2.8. De acordo com o Guia SANTE/12682/2019 a percentagem de
desvio deve ser inferior a 20%.

Crosrica — C
% Desvio = te"%ﬁ"“xmo
cal

Equacgdo 2.8 - Percentagem do desvio das concentragdes experimentais, % Desvio, dado pela diferenca entre a
concentracdo experimental (Cresrica) € @ concentragdo calculada a partir da curva de calibragdo (Ccar), sobre a con-
centragdo calculada.

2524 Testede RIKILT

O teste de R/KILT permite a analise da linearidade em cada ponto da reta de calibragao,
avaliando o desvio entre o fator de resposta para cada ponto e o fator de resposta médio
(Duarte, 2019; Henriques, 2008).

O fator de resposta para cada par ordenado da curva de calibracdo é calculado através
do quociente entre o sinal obtido e a respetiva concentracao, como demonstrado na Equagao
2.9 (Reis, 2015). Por sua vez, o fator de resposta médio € calculado como o quociente entre o
somatorio dos fatores de resposta e o nimero de padrdes de calibracao.

Yi
FR = =
/%) Xi

Equagdo 2.9 - Fator de resposta FRyy, em que i corresponde ao nimero do padréo; y; corresponde ao valor indi-
vidual do sinal instrumental para i; e x; corresponde ao valor individual da concentragdo para i.

Numa situacao de linearidade perfeita, o fator de resposta de cada ponto seria igual ao
fator de resposta médio, pelo que a razdo percentual seria igual a 100% (Reis, 2015). De modo
a admitir linearidade para uma determinada gama de trabalho, estabeleceu-se como critério
de aceitagdo que a razdo percentual ndo deve apresentar desvios superiores a 10%, devendo
situar-se no intervalo de 90 a 110% (Henriques, 2008). Os valores que nao se encontrem dentro
deste intervalo devem ser rejeitados, aplicando-se o novamente o teste de R/K/LT.

2.5.3 Especificidade e Seletividade

A especificidade e seletividade sdo termos intermutaveis uma vez que se referem a ca-
pacidade de um método em produzir um sinal devido inequivocamente ao analito, sob as
condi¢des instrumentais do método e na presenca de outros componentes de uma matriz
complexa (Peris-Vicente et a/, 2015).
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A IUPAC define seletividade como o grau no qual um método consegue quantificar uma
substancia com exatiddo, perante a presenca de compostos interferentes (Thompson et a/,
2002). Por sua vez, o termo especificidade é utilizado quando se refere a capacidade de um
método em discriminar a presenca do analito de interesse dos restantes componentes da ma-
triz, (Guia RELACRE 13, 2000). Por outras palavras, um método especifico é aquele que apenas
identifica a substancia de interesse, enquanto um método seletivo é aquele que, dentro de
uma amostra complexa, apresenta um grau de preferéncia para o analito (Kruve et a/, 2015a).

Deste modo, a seletividade de um método depende dos interferentes, tornando-se im-
portante avaliar as interferéncias (Guia RELACRE 13, 2000; Peris-Vicente et a/, 2015). Um mé-
todo pode ser considerado seletivo e aplicavel se se verificar uma elevada resolucao do pico
cromatografico, isto €, quando ndo se verificam sinais na amostra branca, nem distor¢des na
linha de base perto do tempo de retencao do analito, nem sobreposicao dos cromatogramas
do analito e compostos interferentes (Peris-Vicente et al, 2015).

Como ja referido neste trabalho, a técnica LC-MS/MS é altamente seletiva e especifica,
devendo o pico cromatografico ter um tempo de retencdo (TR) e razao idnica (RI) semelhante
a dos padroes de calibragdo (SANTE/12682/2019, 2019). Note-se que a razdo idnica é o quo-
ciente entre o pico correspondente ao ido menos intenso (qualificador), e o pico correspon-
dente ao ido mais intenso (quantificador) (Kruve et a/, 2015a).

Posto isto, é de notar que este parametro é fundamental quer para fins qualitativos, quer
para fins quantitativos (Peris-Vicente et a/, 2015). Assim, é importante que o método garanta
que os interferentes ndo apresentem efeitos significativos (Kruve et al, 2015a).

2.5.4 Limiares Analiticos: Limite de detecdo e Limite de Quantificacao

Em cromatografia, € importante decidir se um sinal perto do ruido de fundo corresponde
a sinais provocados pelo analito ou se sdo sinais aleatérios provocados pelo branco da amos-
tra, definindo-se como ruido a oscilacdo na linha de base do cromatograma no tempo de
retencdo do analito (Peris-Vicente et al., 2015). E neste &mbito que surge o limite de detecéo,
correspondente a concentragdo minima de analito a qual o sinal instrumental pode ser, com
um nivel de confianca de 95%, distinguido do ruido de fundo (IPAC, 2011). E de notar que
leituras inferiores ao LD ndo significam necessariamente a auséncia do analito, mas sim este
esta presente numa concentracdo inferior a um determinado valor (Guia RELACRE 13, 2000).

Por outro lado, os limites de quantificacdo sdo caracteristicos dos métodos, avaliando a
capacidade que um método analitico tem em quantificar adequadamente a substancia de in-
teresse (IUPAC, 1997). Assim, o LQ corresponde a menor concentragao de analito que é pos-
sivel determinar, de acordo com uma determinada exatiddo e precisdo, segundo as condi¢des
experimentas estabelecidas (Guia RELACRE 13, 2000). Por outras palavras, o LQ é o inicio da
gama onde o coeficiente de variacao de sinal e a incerteza relativa estdo reduzidos a valores
razoaveis, que possibilitam uma avaliacdo quantitativa (IPAC, 2011).
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A IUPAC (1997) afirma que o LD deve situar-se acima do sinal médio da amostra em
branco, cerca de 3 vezes o desvio-padrdo da amostra em branco. Ja o LQ deve situar-se acima
do sinal médio da amostra em branco, cerca de 10 vezes (IUPAC, 1997).

Com efeito, quando o método envolve uma calibracao linear o LD e LQ podem ser de-
terminados segundo os minimos quadraticos da reta de calibracdo, pelo que os limiares ana-
liticos sd@o obtidos através do quociente entre o desvio padrdo residual da curva de calibragéo
e o declive da reta, como mostram a Equagdo 2.10 e Equagdo 2.11, respetivamente (IPAC,
2011). Experimentalmente, o LQ corresponde ao primeiro padrdo de calibragdo e ao inicio da
zona a partir da qual se reportam valores numéricos (IPAC, 2011; Peris-Vicente et al., 2015).

b33 %Sy
m

Equagdo 2.10 - Limite de detecdo segundo uma calibragdo linear, em que S,/ corresponde ao desvio padrdo da
curva de calibracdo; e m corresponde ao declive da reta.

_ 10X Sy,

Equagdo 2.11 - Limite de quantificacdo segundo uma calibracéo linear, em que S, corresponde ao desvio padréo
da curva de calibracdo; e m corresponde ao declive da reta.

Na maioria das abordagens, o LQ é determinado a partir dos mesmos dados que o LD
pelo que se verificam erros, todavia, dado que o LQ é superior ao LD, os resultados na gama
LQ tém uma menor incerteza relativa associada, tornando o LQ mais fiavel (Kruve et al., 2015a).

E aconselhado que, ao longo de um periodo de 5 meses, sejam efetuadas 5 determina-
¢oes do LD e do LQ, de forma a obter um valor suficientemente significativo, devendo o re-
sultado mais conservador ser indicado como o nivel de performance do método, com vista a
garantir a sua fiabilidade (Kruve et al., 2015a).

Caso um resultado se encontre no intervalo entre o LD e LQ, pode-se afirmar que o
analito esta presente na amostra, mas numa concentragdo inferior ao LQ (Kruve et al., 2015a).
E de mencionar que a quantificacdo do analito neste intervalo seria possivel, porém esta de-
terminacao teria uma grande incerteza associada (Peris-Vicente et al., 2015).

2.5.5 Precisao

A precisdo refere-se ao grau de concordancia entre os resultados de ensaios indepen-
dentes obtidos por aplicacdao de um método, segundo condic¢des especificas estabelecidas a
priori (Decisao 2002/657/CE, 2002). Por outras palavras, avalia a dispersao dos resultados entre
ensaios independentes, repetidos sobre a mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes,
em condicdes definidas (Guia RELACRE 13, 2000).

Este conceito esta associado a erros aleatérios, sendo que quanto menores forem os
erros aleatdrios que afetam os resultados, mais preciso sera o procedimento
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(SANTE/12682/2019, 2019). A precisdo é geralmente expressa através da incerteza, pelo desvio
padrao, variancia e coeficiente de variacao (Kruve et al., 2015b).

A avaliacdo da precisdo pode ser efetuada através de duas medidas extremas, a repeti-
bilidade e reprodutibilidade, para além de uma situagdo intermédia designada por preciséo
intermédia ou variabilidade intralaboratorial (Guia RELACRE 13, 2000). De referir que geral-
mente ndo ha necessidade de determinar a reprodutibilidade na validagdo de uma metodo-
logia num Unico laboratério (EMA, 2015; Kruve et al., 2015b).

2.5.5.1 Repetibilidade

A repetibilidade exprime a precisdo de um método de ensaios efetuado em condig¢des
em que ensaios independentes sdo realizados sobre material idéntico, no mesmo laboratério,

pelo mesmo operador e utilizando o mesmo equipamento (Decisao 2002/657/CE, 2002).

Experimentalmente, quando se pretende avaliar a repetibilidade sdo realizadas, sobre a
mesma amostra, uma série de medicdes em diferentes niveis de concentracdo, cobrindo a
gama de trabalho (Guia RELACRE 13, 2000). Segundo o guia SANTE/12682/2019 (2019), no
minimo devem ser efetuadas cinco medi¢gdes sobre a mesma amostra em pelo menos dois
niveis de concentracao, ao nivel do LQ e a um nivel duas ou dez vezes superior ao LQ.

A repetibilidade é entdo avaliada através do estudo da variancia da repetibilidade asso-
ciada aos resultados do desvio padrao de repetibilidade, limite de repetibilidade e coeficiente
de variagdo de repetibilidade (Guia RELACRE 13, 2000). O limite de repetibilidade define-se
como o valor abaixo do qual se deve situar, com uma determinada probabilidade, a diferenca
absoluta entre dois resultados obtidos em condi¢des de repetibilidade (Guia RELACRE 13,
2000). Para um nivel de confianca de 95%, o limite de repetibilidade é determinado de acordo
com a Equagao 2.12.

r =1tg05n-1) X V2 x S,

Equagdo 2.12 - Limite de repetibilidade, r, em que, t é o valor da distribuicdo de t-student para um nivel de confianca
de 95% para n-1 graus de liberdade e S,. é o desvio padrédo de repetibilidade associada aos resultados.

2.5.5.2 Precisdo Intermédia

A precisao intermédia avalia a precisao dos resultados obtidos sobre a mesma amostra,
amostras idénticas ou padrdes, utilizando o mesmo método, o mesmo laboratério, mas defi-
nindo as condigdes a variar, como o analista, o equipamento, a época, calibracao, entre outros
(Guia RELACRE 13, 2000). Em suma, a precisdo intermédia distingue-se da repetibilidade por
avaliar a precisdo dentro de um longo periodo de tempo e por variar as condi¢des de analise
(Kruve et al., 2015b).

Experimentalmente, para a determinacao deste parametro sdao efetuas n medicdes em
replicado, duplicado ou ensaio Unico, sobre uma amostra em condic¢des pré-definidas (Guia
RELACRE 13, 2000).
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A precisao intermédia pode entdo ser determinada através do calculo do desvio padrdo
de precisdo intermédia que é dado pela Equagdo 2.13. Segundo Magnusson & Ornemark
(2014), o desvio-padrdo da precisdo intermédia pode também ser calculado através da raiz
guadrada da soma da variancia da repetibilidade e da precisdo intermédia.

n
Spi = t(n -1 Z(YJ]( YJ

t
j=1 k=1

Equagdo 2.13 - Desvio padrdo de precisdo intermédia Sp,; em que t € o nimero de amostras ensaiadas, n € o
numero de ensaios efetuados por amostra, j € o nimero da amostra, k o niUmero do resultado obtido para a amos-
tra j, yji € o resultado individual para a amostra j de 1 a t, e J; € a média dos resultados a amostrajde 1 at.

O objetivo da determinacao da precisdo intermédia é obter uma estimativa da precisao
que reflita todas as fontes de variagdo que podem ocorrer num laboratério (Magnusson &
Ornemark, 2014).

2.5.6 Exatidao

A exatidao de um resultado analitico refere-se a concordancia entre o valor medido ex-
perimentalmente e o valor, por convencao, aceite como verdadeiro (Kruve et a/, 2015b). Este
conceito esta intrinsecamente ligado a combinacdo de componentes de erros sistematicos e
de erros aleatdrios, e a recuperagdo do analito (EMA, 2015; Guia RELACRE 13, 2000). Com
efeito, a exatiddo é estudada como dois componentes: veracidade e precisdo, sendo quanti-
tativamente expressa através da incerteza (Kruve et a/, 2015b; Magnusson & Ornemark, 2014).

A veracidade, de acordo com a Decisao 2002/657/CE (2002), define-se como o grau de
concordancia entre o valor médio de uma longa série de resultados de ensaios e um valor de
referéncia aceite. Este parametro é avaliado através do enviesamento podendo-se seguir trés
abordagens: analise de materiais de referéncia certificados (MRC), utilizacdo de um método
de referéncia, e ensaios de recuperacéo (Decisdo 2002/657/CE, 2002; Magnusson & Ornemark,
2014; Thompson et al, 2002).

Quando nao estao presentes MRC, aceita-se que as medicdes da veracidade sejam rea-
lizadas através de ensaios de recuperacdo (Thompson et al, 2002). Estes ensaios consistem no
enriquecimento/fortificacdo de uma amostra, sem ou com analito em baixa concentragdo, com
uma quantidade conhecida do analito em estudo (Peris-Vicente et a/, 2015).

A percentagem de recuperagao é calculada de acordo com a Equagdo 2.14. De acordo
com o Guia SANTE/12682/2019 a percentagem de recuperacao aquando da implementagao
de um método deve variar entre 70 e 120%, podendo-se utilizar um intervalo de 60-140 %
para recuperacOes individuais em analises de rotina.
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Cr—Ca

o, R =
%o o

Equacdo 2.14 - Percentagem de recuperacdo, %R, em que Cr corresponde a concentracdo da amostra fortificada;
C, corresponde a concentracdo da amostra; e Cp corresponde a concentragao tedrica de padrao.

Segundo o Guia SANTE/12682/2019, a percentagem de recuperagdo de um analito deve
ser determinada em pelo menos dois niveis de concentracdo, num minimo de cinco réplicas:
ao nivel do LQ e a cerca de duas ou dez vezes o nivel do LQ.

Atente-se que esta metodologia produz resultados menos fidveis uma vez que, ao con-
trario da analito, a substancia adicionada ndo se encontra ligada quimicamente a matriz, pelo
que, sempre que disponiveis devem ser utilizados MRC (Decisdo 2002/657/CE, 2002).

2.5.7 Incerteza

De acordo com os guias Eurachem (2012; 2014), a incerteza define-se como o intervalo
associado ao resultado de uma medicdo que caracteriza uma gama das dispersdo dos valores
gue, com razoabilidade, podem ser atribuidos ao mesurando. Em cromatografia, a incerteza
caracteriza a distancia maxima entre a concentracdo medida e o valor real que pode ser obtido
aquando da andlise da amostra (Peris-Vicente et a/, 2015).

Durante a estimativa da incerteza deve-se ter em consideracdo todos efeitos reconheci-
dos que operam no resultado (Magnusson & Ornemark, 2014). Alguns exemplos de fontes de
incerteza sdao a amostragem, efeitos matriz e interferentes, condicdes ambientais, incertezas

dos materiais e aproximacées no método de medigdo (Ellison & Williams, 2012).

Existem diversas abordagens para a quantificagdo da incerteza de medicao, entre elas a
abordagem por modelacdo ou “passo a passo” (1), abordagem baseada em informacao inter-
laboratorial (2) e abordagem baseada em dados de validacao de métodos analiticos (3) (Guia
RELACRE 31, 2018; IPAC, 2007; Kruve et al, 2015b).

Neste trabalho foi utilizada a abordagem (3) que consiste na combinacao das incertezas
associadas a precisdo e exatiddo do método, com fontes de incerteza relevantes que sdo man-
tidas constantes na sequéncia da realizagdo dos ensaios experimentais necessarios a quantifi-
cagao da precisdo e exatiddao do ensaio (IPAC, 2007).

2.5.7.1 Incerteza associada a precisdo e exatidao

Geralmente, nos ensaios quimicos a precisdo € uma componente maioritaria da incer-
teza global pelo que, para que seja representativa da variabilidade dos resultados, deve ser
avaliada em condicGes de precisdao intermédia ou de repetibilidade (Guia RELACRE 31, 2018;
IPAC, 2007).

A incerteza de precisdo pode ser diretamente calculada através do desvio-padrado da
precisdo, ou caso o laboratério opte por quantificar este componente para diferentes niveis
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de concentracao, pode ser determinada conforme demonstrado na Equagdo 2.15, a partir do
valor limite do critério de aceitacao (Guia RELACRE 31, 2018).

CA
u A = —
precisao \/'3

Equagdo 2.15 - Incerteza associada a precisdo, Uprecissor €M que CA é o valor do limite do critério de aceitacdo
associado a precisdo do método.

Como ja anteriormente mencionado, a exatiddo esta relacionada com os erros sistema-
ticos e aleatdrios. Com efeito, o erro sistematico pode ser quantificado pela diferenca da mé-
dia de resultados de multiplos ensaios replicados e o valor de verdadeiro (IPAC, 2007). A ava-
liacdo da exatidao pode ser avaliada através de MRC, ensaios com um método de referéncia
ou, caso nenhum dos anteriores esteja disponivel, através de ensaios de recuperacao (Guia
RELACRE 13, 2000).

Deste modo, a incerteza associada a exatiddo pode ser calculada com base em ensaios
de recuperacdo de amostras com ou sem analito as quais foi adicionada uma quantidade co-
nhecida de padrao (Guia RELACRE 31, 2018). A incerteza associada a ensaios de recuperacao,
sem o analito nativo, com fortificadas a diferentes niveis de concentracao, é dado pela Equa-
¢d0 2.16 (Guia RELACRE 31, 2018; IPAC, 2007).

— = Seps u(Crort) L Sobs
Uyer(R) = R X + = RX

— — =
n X Cops Crort Cobs X Vn

Equagdo 2.16 — Incerteza associada a exatiddo com base em dados de ensaios de recuperacdo uver (R) em que R é
a recuperacao média das amostras fortificadas; sops € 0 desvio-padrdo das amostras fortificadas; n é o nimero de
ensaios realizados; €obs € a concentracdo média dos fortificadas; u (crort) € a incerteza associada a concentracdo do
analito adicionado a amostras; e ciort € a concentracdo de fortificagdo da amostra. Esta equagdo sé é valida quando
U(fort)/cfort «1.

2.5.7.2 Incerteza Combinada

Este parametro refere-se a incerteza total do resultado de uma medicdo, determinada
através da combinacdo de todos os componentes de incerteza, obtidos através da validagdo
do método analitico (Ellison & Williams, 2012; Guia RELACRE 31, 2018). A incerteza combinada
baseia-se a lei da propagacgdo das incertezas, podendo ser calculada conforme indicado na
Equacao 2.17 (IPAC, 2007).

u®) = VuP)? + u(@)? + -

Equagdo 2.17 — Incerteza combinada u, associada a um valor y, em que u(p) e u(q), correspondem as incertezas
associadas aos parametros para os quais é determinada a incerteza.

2.5.7.3 Incerteza Expandida

A incerteza expandida, proporciona uma medida da incerteza, para uma fun¢do de dis-
tribuicdo de probabilidade apropriada ao resultado, associada a um elevado nivel de confi-
anca, por norma 95% ou 99% (IPAC, 2007).

44



A incerteza expandida é obtida através da incerteza combinada, afetada por um fator de
expansao, K, conforme demonstrado na Equagao 2.18 (IPAC, 2007). Consoante o nivel de con-
fianca escolhido, K pode assumir diferentes valor (Ellison & Williams, 2012). Por defeito, a in-
certeza expandida é calculada para um nivel de confianca de 95%, utilizando-se portanto um
fator de expanséo de 2 (IPAC, 2007).

U=u.xK

Equacdo 2.18 - Incerteza Expandida, U, em que u, é a incerteza combinada e K é o fator ou coeficiente de expanséo.
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PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Material e reagentes

3.1.1 Material e Equipamento

Para a realizacdo do método foram necessarios moinhos trituradores modelos GM 200
e GM 300 da marca Retsch; agitador mecanico (multi reax) da marca Heidolph; balanca anali-
tica modelo £ntris da marca Santorius, com precisdo de 0,0001 g; sistema de purificacdo de
agua da marca Miljpore; centrifugas modelos Universal 320 R da marca Hettich; equipamento
de HPLC (Elute UHPLC Pump HPG 1300) da marca Bruker, equipamento de MS/MS (£VOQ
Qube) da marca Bruker. Para além deste material, utilizou-se material de laboratério de uso
corrente, das marcas Normax, VWR, Terumo e Eppendorf.

3.1.2 Amostras

O método foi implementado e validado para alimentos pertencentes a grupos alimen-
tares distintos: frutos e vegetais. No caso dos frutos, utilizou-se o morango, uma matriz com
elevado teor de pigmentos (antocianinas). Ja para o grupo dos vegetais utilizou-se a curgete,
um alimento com um elevado teor de agua.

A selecao destas matrizes teve por base as diretrizes do guia SANTE/12682/2019, que
indica que os métodos devem ser validados no minimo para um alimento de cada grupo ali-
mentar. Além disso, a escolha das matrizes validadas teve também em consideracdo a repre-
sentatividade do tipo de amostras recebidas no laboratério da SGS Portugal para analise de
glifosato.

De forma a avaliar a aplicabilidade do método a anélise de rotina, foi também determi-
nado o teor de glifosato em amostras enviadas pelos clientes da SGS para a analise do com-
posto em estudo, nomeadamente em uvas e em milho fresco.
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3.1.3 Reagentes

(1) Acido férmico (CH,0,) (grau: Analysis) da marca Carlo Erba Reagents S.A.S

(2) Acido formico (CH»0,) (grau: LC-MS) da marca Carlo Erba Reagents S.A.S

(3) Agua MilliQ obtida através do sistema de purificacdo da marca Miljpore

4) Agua ultrapura tipo 1 (grau: HPLC) da marca VWR Chemicals

(5) Glifosato (Cz3HsNOsP) a 98,7% da marca Dr. Ehrenstorfer GmbH

(6) Metanol (CH3OH) a 99,9% (grau: Analysis) da marca Carlo Erba Reagents S.A.S
(7) Metanol (CH3OH) a 99,9% (grau: HPLC plus) da marca Carlo Erba Reagents S.A.S

3.1.3.1 Preparacdo da Solucdo de Metanol com Acido Acético a 1% (v/v)

Para a preparagdo da solucao de extracdo de metanol com acido férmico a 1%(v/v) pi-
petou-se 2 mL de acido férmico (1) para um baldo volumétrico de 200 mL, tendo-se perfazido

o volume com metanol (6).

3.1.3.2 Preparagdo da Solugdo de Fase Movel A e Fase Mével B

Para a preparagdo da fase movel A de agua com acido formico a 0,1% (v/v) pipetou-se
1 mL de acido férmico (2) para um baldo volumétrico de 1000 mL, tendo-se perfeito o volume
com agua (4). Para a preparacao da fase mével B de metanol com acido férmico a 0,1% (v/v)
pipetou-se 1 mL de acido férmico (2) para um baldo volumétrico de 1000 mL, tendo-se per-

feito o volume com metanol (7).

3.1.3.3 Preparagao da Solucao Stock de Glifosato

A partir do padréo comercial de glifosato preparou-se uma solucao stock de glifosato
de 1000 pg/mL. Com efeito, atendendo ao grau de pureza do padrao (98,7%), pesou-se 0,0051
g do padrao de glifosato (5), tendo-se dissolvido em agua (3), num banho de ultrassons du-
rante cerca de 5 minutos. Seguidamente, adicionou-se a um balado volumétrico de 5 mL, tendo-
se perfazido o volume com agua (3).

3.1.34 Preparacao das Solugdes de Trabalho

Solucdo de Trabalho 1 (ST1): A partir da solucéo stock de glifosato de 1000 pg/mL pipe-

tou-se 500 pL para um baldo volumétrico de 5 mL, tendo-se perfazido o volume com agua (3),
obtendo-se assim a solugdo de 100 ppm.

Solucao de Trabalho 2 (ST2): A partir da solugdo padrao de glifosato de 100 ug/mL pi-

petou-se 500 pL para um baldo volumétrico de 5 mL, tendo-se perfazido o volume com agua
(3), obtendo-se assim a solugao de 10 ppm.
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Solucao de Trabalho 3 (ST3): A partir da solugdo padrao de glifosato de 10 ug/mL pipe-
tou-se 500 pL para um baldo volumétrico de 5 mL, tendo-se perfazido o volume com agua (3),
obtendo-se assim a solucao de 1,00 ppm.
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3.2 Metodologia

3.2.1 Extracdao das Amostras

O processo de extracao baseou-se no método QuPPe desenvolvido pelo EURL-SRM,
tendo-se realizado algumas modificagdes.

As amostras foram trituradas com vista a reduzir o tamanho e a garantir a sua homoge-
neidade, tendo sido recolhidas para frascos coletores e devidamente identificadas. Para frutos
e vegetais frescos, pesou-se 10,0 = 0,1 g da amostra para um tubo de Falcon de 50 mL.

Posteriormente, adicionaram-se 10 mL da solucao de extracdo a cada amostra, e agitou-
se durante 15 minutos no multi reax. Apds a agitagdo as amostras foram colocadas no conge-
lador a -22°C durante 30 minutos, tendo sido imediatamente centrifugadas a 5000 rpm du-

rante 10 minutos.

Apos centrifugacao as amostras foram filtradas através de um filtro de poro com dimen-
sdo de 0,45 pym e diluidas com o solvente de extracdo, numa diluicdo de 1:10. Os extratos
diluidos foram colocados em vials de vidro com 2 mL para posterior analise por LC-MS/MS.

Na Figura 3.1 encontra-se uma representacdo esquematica do procedimento de extra-

10 mL de MeOH com 1%

(v/v) de CH,0,) Centrifugar
C & Filtrar
[ ) .- sobrenadante

4 *Agitm- 15 * * LB ((‘3 _* Dilui¢ao Analisar por
| min -22°C > ‘ 1:10 LC-MS/MS

Poro 0,45 um

-

Pesar (10,0+0,1)g 5000 rpm

10 min

Figura 3.1 - Representacdo esquematica do método de extracdo desenvolvido.

3.2.2 Ensaio de Recuperagao

Nos ensaios de recuperacao foi avaliada a capacidade do método em recuperar o ana-
lito, adicionado previamente a amostra em concentracdes conhecidas de acordo com a gama

de trabalho escolhida.

Com efeito, escolheu-se fortificar as amostras numa gama de concentracdo baixa,
0,00500 pg/mL (0,0100 mg/kg), e numa gama de concentragdo intermédia, 0,0250 pg/mL
(0,0500 mg/kg), estando os volumes de solucdo padrao adicionada descritos na Tabela 3.1.
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Tabela 3.1 — Ensaio de Recuperacao: Niveis das amostras fortificadas, com concentracdo em pg/mL e em mg/kg, e
respetivo volume da solugdo de trabalho 3 adicionado, em pL, para as amostras de frutos e vegetais.

Concentracao Fortificada

Matriz Nivel Volume da ST3 (uL)
(ng/mL) (mg/kg)
Frutas e 1 100 0,00500 0,0100
vegetais 2 500 0,0250 0,0500

3.2.3 Retas de Calibracao em Matriz

De forma a quantificar a concentracdo de analito na amostra elaborou-se, a partir da
solucdo de trabalho 3, uma reta de calibragdo em extrato. Com efeito, ap0s a extracao e filtra-
¢ao, pipetou-se um determinado volume do extrato para os vials aos quais foi posteriormente
adicionado um determinado volume da solugéo padrao. Os volumes utilizados para a cons-
trucdo da reta de calibracdo em frutos e vegetais encontram-se descritos na Tabela 3.2.

ApOs a preparacao das retas, realizou-se uma diluicdo de 1:10 tendo-se adicionado a
um vial, 900 uL da solucdo de metanol com 1% de acido férmico e 100 uL de cada ponto da
reta de calibracao.

Tabela 3.2 - Reta de calibracdo em extrato para matrizes de frutos e vegetais: Volumes, em pL, da solucdo de

trabalho 3 (1,00 pg/mL) e de extrato a adicionar ao via/para construcdo da reta de calibracdo nas matrizes de frutos
e vegetais. Estd também indicada a concentragdo de glifosato em cada ponto.

Solugdo Padrao Extrato
Matriz Ponto Concentracao Volume Concentracao Volume
(Hg/mL) (uL) (Hg/mL) (uL)
1 (PC1) 5 0,00500 995
2 10 0,0100 990
Frutas e 3 100 25 0,0250 975
vegetais 4 (PC2) 50 0,0500 950
5 75 0,0750 925
6 (PC3) 100 0,100 900

3.2.4 Reta de Calibracdo em Solvente

A reta de calibracdo em solvente realizou-se de modo similar ao descrito anteriormente
para as retas de calibracdo em matriz, tendo-se adicionado o solvente ao invés do extrato. Os
volumes utilizados para a construcdo da reta de calibragdo, estdo descritos na Tabela 3.2,
tendo-se substituido o extrato por solvente.

3.2.5 Analise LC-MS/MS

Para quantificacdo do glifosato em amostras alimentares utilizou-se a técnica de croma-
tografia liquida acoplada a espetrometria de massa em tandem (LC-MS/MS).
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A analise cromatografia foi realizada através de um sistema de UHPLC, Elute UHPLC
Pump HPG 1300, da Bruker, equipado com injetor automatico. Os analitos foram separados
pela coluna Hypercarb (2,1 mm x 100 mm, 5 um), da Thermo Fischer Scientific, mantida a 40
°C. O volume injetado foi de 5 pL e as fases moveis foram 0,1% de acido féormico em agua (A)
e 0,1% de acido formico em metanol (B). O gradiente de eluicdo iniciou-se com 95% de fase
A, num fluxo de 0,5 mL/min, apds 4,0 minutos o gradiente de A deslocou-se para os 2,0%,
mantendo-se esta composi¢do durante 2,1 minutos. Apos a subida, a composicao e fluxo da
fase mével foi reajustada as condicdes iniciais, tendo-se mantido assim durante, aproximada-
mente 1,4 minutos para reequilibrio da coluna. O tempo da corrida cromatografica foi de 7,5
minutos.

A analise por espetrometria de massa foi efetuada através de um equipamento de
MS/MS, EVOQ Qube, da Bruker, equipado com uma fonte de ionizacao electropray, que ope-
rou em modo negativo. O modo de aquisi¢do utilizado foi a monitorizacdo de reagdes multi-
plas. As condicbes de operacao foram as seguintes: temperatura do cone de 350 °C, fluxo de
gas do cone 20 psi, temperatura da sonda 400 °C, fluxo de gas da sonda 20 psi, fluxo de gas
do nebulizador 50 psi, modo de gas de exaustdo On, IS (polaridade negativa) 4000 V e IS
(polaridade positiva) 3500 V. O controlo do sistema, aquisicdo de dados e analise de dados
foram todos realizados utilizando a versao 4.1 do software Compass HyStar, da Bruker.

Na Tabela 3.3 estdo sumarizadas as condi¢des instrumentais utilizadas para a analise por
LC-MS/MS de Glifosato.
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Tabela 3.3 - Condi¢bes de LC-MS/MS para a analise de Glifosato.

Parametros Condicgoes

Modo de Separacao UHPLC de fase reversa

el Hypercarb (2,1x100 mm, 5 um) (35005-102130) da 7hermo Fis-
cher Scientific

Temperatura da Coluna 40 °C

Fase Movel A Agua com 0,1% de acido féormico

Fase Movel B Metanol com 0,1% de acido férmico

Volume de injecao 5uL

Tempo (min.) Fluxo (mL/min) %A %B

0,0 0,500 95,0 5.0
30 0,500 95,0 5.0

Gradiente 4,0 0,500 2,0 98,0
6,0 0,500 2,0 98,0
6,1 0,500 95,0 5.0
7,5 0,500 95,0 5.0

Modo de lonizacao Electrospray negativo

Detetor MS/MS

Transicoes de massas 168,0/63,0; 168,0/81,0

Modo de Aquisicao MRM

3.2.6 Validacao

De forma a garantir a fiabilidade do método procedeu-se a validagdgo do método de
acordo com as orientagdes dos guias RELACRE 13 (2000) e SANTE/12682/2019 (2019).

A linearidade e gama de trabalho do método foram estudadas através da elaboracéo de
uma curva de calibracdo com seis pontos, obtida partir dos dados cromatograficos para cada
ponto de calibracdo de cada uma das matrizes. Para a analise da gama de trabalho avaliou-se
a homogeneidade de variancias, tendo-se procedido a leitura de dez ensaios para o primeiro
e ultimo ponto da reta de calibracao, 0,00500 pg/mL e 0,100 pg/mL, respetivamente, de cada
matriz. O estudo da linearidade foi elaborado por aplicagdo do teste de Mande/, descrito em
2.5.2.7; pelo calculo do fator de corregdo, descrito em 2.5.2.2; pela analise de residuos, descrito
em 2.5.2.3; e pela aplicacdo do teste de R/K/LT, descrito em 2.5.2.4, aos pontos das curvas de
calibragcdo de cada matriz. Os limiares analiticos (LD e LQ) foram determinados através dos
dados das curvas de calibracao elaboradas.

A exatiddo e precisdao do método foram avaliadas através de ensaios de recuperacao
para dois niveis de fortificacdo para as matrizes em estudo, conforme descrito em 3.2.2 e de
acordo com as orientacdes do guia SANTE/12682/2019. A repetibilidade foi estimada através
de cinco determinacGes para cada nivel de fortificagdo no mesmo dia. De modo semelhante,
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a repetibilidade foi avaliada através da realizagdo de cinco ensaios para cada nivel de fortifi-
cagao durante dois dias. A incerteza foi determinada segundo uma abordagem baseada nos
dados de validacdo do método analitico, tendo-se considerado um fator K de 2, para um nivel
de confianga de 95%, para o calculo da incerteza expandida.

Na Tabela 3.4, encontram-se resumidos os critérios de aceitacao utilizados na validacdo
do método analitico em apreco.

Tabela 3.4 - Critérios de aceitacdo utilizados durante a validacdo do método analitico para os parametros de line-
aridade, gama de trabalho, limite de quantificacdo, limite de detecdo, precisdo intermédia, repetibilidade, exatiddo
e incerteza. Os critérios de aceitacdo utilizados tiveram como base o Guia RELACRE 13 (2000) e o Guia
SANTE/12682/2019 (2019).

Parametro Como? Critério
1. R =0,995
2. VT<Fiabelado
3. %Desvio<20%
4. 90%<FR<110%

Avaliacao do fator de corre¢do (1) e aplicacao
Linearidade do teste de Mande/ (2), da anélise dos residuais
(3) e do teste de RIKILT (4)

Gama de Trabalho  Avaliacdo da homogeneidade de variancias VT<Fabelado
< MRL
. . Inferior ao menor
LQ Menor ponto de calibracao da reta .
padrao de menor
concentracao
Avaliacao da razao idnica das amostras relativa-
Razéo lonica mente a média da razdo idnica dos padrées de + 30%

calibracao

Avaliagao do tempo de retengdo das amostras
Tempo de Retengdo relativamente a média dos tempos de retengdo + 0,1 min
dos padrdes de calibragéo

Avaliacao do coeficiente de variacdo das amos-

Precisao Intermédia <20%
tras
o Avaliacdo do coeficiente de variacao das amos-
Repetibilidade ; <20%
ras

. Avaliacao da percentagem de recuperacao para
Exatidao o T 70 -120%
dois niveis de fortificacdo

Avaliacao da incerteza expandida do método,

de acordo com a incerteza combinada, calcu-
Incerteza . . . . o < 50%

lada a partir da incerteza associada a precisao e

incerteza associada a exatidao
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4

RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Otimizacdo do Método

No laboratorio da empresa SGS Portugal esta implementado um método para a deter-
minacao do glifosato, com base no método QuPPe, todavia este carece de otimizacdo uma
vez que, por observagao visual, os resultados instrumentais mostram dificil identificacdo cro-

matografica dos sinais do analito, com fortes efeitos matriz.

Deste modo, foram realizadas determinadas alteragdes ao método original com vista a
otimizar ndo s6 as condi¢Bes de extracdo, como também as condi¢des cromatograficas. A
otimizacao do método teve especial enfoque no aperfeicoamento das condi¢des cromatogra-
ficas e na reducao do efeito matriz, caracteristico das matrizes alimentares.

4.1.1 Otimizacao das Condi¢des de LC-MS/MS

A determinacao e monitorizagdo de residuos de pesticidas em matrizes alimentares era
convencionalmente realizada por cromatografia gasosa acoplada a espetrometria de massa
(GC-MS) (Masia et al, 2016). No entanto, nem todos os pesticidas sdo adequados a andlise
por GC-MS, visto apresentarem caracteristicas fisico-quimicas limitantes, como baixa volatili-
dade, ou por serem termolabeis (Han et al/, 2016; Harris, 2010; Skoog et a/, 2014; Wilson,
2010). E neste ambito que devido aos avancos tecnoldgicos na area de LC-MS, relativamente
a capacidade de detecdo, passou a ser possivel a analise de pesticidas mais polares, inadequa-
dos a analise por GC-MS (Masia et a/, 2016).

O glifosato enquadra-se no grupo dos pesticidas de elevada polaridade que, em con-
junto com a sua baixa volatilidade, peso molecular e auséncia de grupos cromoforos, tornam-
se dificeis de analisar (Ciasca et al, 2020; Han et al, 2016; Ngrskov et al, 2019). Apesar de
existirem alguns métodos desenvolvidos para a determinacgdo de glifosato por Cromatografia
Gasosa acoplada a Espetrometria de Massa em tandem (GC-MS/MS), dado ao seu caracter
idnico e baixa volatilidade, a analise por cromatografia liquida é preferida (Han et a/, 2016).
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A cromatografia liquida de fase reversa é o método de separagao mais utilizado para a
analise de residuos de pesticidas, apresentando-se como uma técnica versatil (Masia et a/,
2016). Ndo obstante, um dos desafios inerentes a determinacao do glifosato é a baixa retencao
em colunas de fase reversa, podendo gerar picos mal resolvidos com compostos co-eluidos
(Chamkasem & Harmon, 2016; Tolstikov & Fiehn, 2002). Apesar de se poderem utilizar rea-
gentes de /on-pairing para melhorar a retengdo dos analitos, estes permanecem no equipa-
mento podendo afetar a sua reprodutibilidade (Hsiao et a/, 2018). Nesta perspetiva, sdo tam-
bém muitas vezes utilizados processos de derivatizagdo para alteracao de grupos quimicos da
moléculas a fim de agilizar a analise (Guo et a/, 2018; Han et a/, 2016; Harris, 2010; Jensen et
al, 2016). Contudo, estes processos sao onerosos e morosos, requerendo a utilizagdo de rea-
gentes perigosos como o cloreto de fluorenilmetiloxicarbonil (FMOC-CI) (Chamkasem & Har-
mon, 2016; Guo et a/, 2018; Merck, 2021; Narskov et a/, 2019).

Naturalmente, dadas as particularidades da molécula do glifosato, é expectavel que
exista um elevado conjunto de literatura com diferentes abordagens analiticas para a sua de-
terminacao e quantificacao (Bernal et a/, 2012). Pela analise da literatura cientifica disponivel,
é notdrio um esforgo coletivo para o desenvolvimento e otimizagdo de novas abordagens para
a analise de pesticidas altamente polares, com vista a métodos simples, praticos e aptos para
analises em laboratérios de rotina, sem a utilizacdo de agentes de derivatizacdo (Ngrskov et
al, 2019).

A cromatografia liquida de interagdo hidrofilica (HILIC) pode ser vista como uma alter-
nativa para a separacao de compostos que tém nenhuma ou limitada retencdo em colunas de
fase reversa convencionais (Masia et a/, 2016). Esta técnica permite a separacao de moléculas
polares e apolares, dado que € formada uma camada rica em agua na superficie da fase esta-
cionaria, capaz de interagir com compostos hidrofilicos (Buszewski & Noga, 2012; Hsiao et a/,
2018). Ainda assim, esta técnica esta a associada a maus picos cromatograficos, com baixa
reprodutibilidade e a uma rapida degradacdo da coluna (Jensen et al, 2016; Narskov et al,
2019). Segundo Myint et a/. (2009), a forma dos picos cromatograficos esta relacionada com
a existéncia de residuos de metais no sistema LC-MS, podendo-se usar acido etilenodiamino
tetra-acético (EDTA), um forte agente quelante, para remover os metais. Todavia, como repor-
tado por Ngrskov et a/. (2019), a adicdo de EDTA causa supressao idnica, diminuindo a sensi-
bilidade do equipamento. Em suma, atendendo a relagdo preco-eficacia, esta abordagem
pode-se tornar desvantajosa para aplicacdo em laboratérios de rotina (Jensen et a/, 2016).

Outra alternativa interessante para a separagdo de compostos altamente polares sdo as
colunas com CGP, como a coluna Hypercarb, utilizada no método QuPPe para a separacao do
glifosato em matrizes de origem vegetal (Anastassiades et a/, 2020; Thermo Fisher Scientific,
2007). Para além da elevada resisténcia a condi¢des extremas de analise (solventes e tempe-
ratura) e do seu caracter redox, as CGP possuem caracteristicas Unicas que possibilitam a re-
tencdo de compostos altamente polares (Thermo Fisher Scientific, 2007; West et a/, 2010). E
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de salientar que a utilizagdo de temperatura em cromatografia apresenta-se como uma van-
tagem visto que leva ndo sé a diminuicdo da viscosidade da fase movel, permitindo fluxos
mais elevados, mas também a diminuicdo da constante dielétrica da &gua aumentando o seu
poder de eluicao (Tajuddin & Smith, 2002). Em conjunto com a espetrometria de massa, a
utilizagdo de temperatura permite que o eluido chegue a fonte de ionizagdo a uma tempera-
tura mais alta, adjuvando o processo de vaporizagado e dessolvatacdao, aumentando a eficiéncia
da ionizacdo e sensibilidade instrumental (Pereira et a/, 2007).

Apesar de nao existir literatura que compare a coluna Hypercarb com as outras colunas
supramencionadas, pode-se inferir que, dentro dos métodos de LC-MS/MS, a coluna Hyper-
carb é preferida. Tal é corroborado pelos estudos de Golge et a/. (2021), que avaliou compa-
rativamente a performance cromatografica da coluna Hypercarb face a uma coluna Waters
Atlantic C18 (150%2,1 mm, 2,6 um), tendo obtido melhor separacao pela coluna de carbono.
Resultados semelhantes foram obtidos por Marques (2019), na dissertacdao de mestrado de-
senvolvida para a determina¢do de cloratos e percloratos em matrizes de origem vegetal por
LC-MS/MS na empresa SGS Portugal.

Posto isto, atendendo aos bons resultados reportados na literatura para a coluna Hyper-
carb e ao trabalho ja desenvolvido no laboratério da SGS Portugal por Marques (2019), foi
selecionada a coluna Hypercarb.

Alguns autores como Ciasca et al. (2020), referem como desvantagem das colunas
Hypercarb a necessidade de realizar um priming da coluna antes da sua utilizagdo. Efetiva-
mente, segundo Anastassiades et al. (2020), é sugerido um priming da coluna com solugdes
de extrato de espinafre ou de casca de uva, que contém moléculas planares, como a clorofila
ou antocianinas, de forma a cobrir alguns dos centros ativos na superficie. A injecao repetida
de extrato de espinafres mostra ter um grande impacto a nivel cromatografico, especialmente
no tempo de retencao (Anastassiades et al, 2020).

Os resultados mostraram que a injecdo repetida (cinco injegdes) de um extrato de espi-
nafres, para priming da coluna leva a um melhoramento significativo da visualizagcdo dos picos
cromatograficos, com diminuicdo do tempo de reten¢do. Com efeito, no método desenvolvido
implementou-se um passo de priming da coluna, devendo este ser realizado sempre que se
verifique deterioracdao dos resultados cromatograficos (Ciasca et a/, 2020).

Como ja mencionado na introdugdo, além da coluna, também as fases moveis desem-

penham um papel fundamental na separagdo cromatografica.

No método QuPPe, usado como ponto de partida para a elaboracdo do método anali-
tico em apreco, é sugerido como fase moével uma solucdo de agua com 1% de acido acético e
5% de metanol (fase mdvel A) e uma solugcdo de metanol com 1% de acido acético.

Todavia, alguns autores que estudaram a otimizacdo da analise de pesticidas altamente
polares, sugerem fases moveis com acetonitrilo (ACN), ao invés de metanol, uma vez que o
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ACN causa a precipitacao de proteinas e produz extratos mais limpos (Guo et a/, 2018; Han et
al, 2016; Kaczynski, 2017; Masia et al, 2016; Zoller et al, 2018). Ainda assim, apesar de alguns
autores, como Guo et a/. (2018) e Kaczynski (2017), afirmare m que o acetonitrilo permite obter
melhores picos cromatograficos face a uma fase mével com metanol, outros, como Cham-
kasem & Harmon (2016) e Ngrskov et al. (2019), afirmam que, pese embora o aumento da
eficiéncia da ionizacdo e da retengdo, o acetonitrilo leva a picos cromatograficos mais largos
e com caudas (tailing). E ainda importante salientar que a semelhanca entre a composicdo da
fase mével e o solvente de extracdo é importante para que haja uma minimizacao do efeito
solvente durante a separagao cromatografica (Guo et a/, 2018).

No método desenvolvido as fases moveis utilizadas foram 0,1% de acido formico em
agua (fase A) e 0,1% de acido férmico em metanol (fase B). A escolha destas fases moveis
deve-se a ensaios ja realizados pela SGS Portugal para o desenvolvimento de métodos cro-
matograficos universais para a determinagdo de outros compostos analisados no laboratério,
com base no estudo de Savini et al (2019). A presenca do acido na fase moével melhora o
formato dos picos cromatograficos, ndo aumentando significativamente a supressao idnica na
fonte de ionizacao (Hsiao et a/, 2018; Savini et al, 2019).

Na Tabela 4.1 encontra-se um resumo dos parametros cromatograficos otimizados, bem
como a decisao da sua implementacao.
Tabela 4.1 - Resumo dos estudos de otimizagdo das condi¢des de LC-MS/MS. Estdo identificados os problemas, os

estudos realizados, os resultados dos estudos de otimizagdo e a conclusdo face a implementagdo ou ndo, dos
pontos otimizados.

Problema Estudo Resultado Conclusao
Melhoramento dos sinais

instrumentais e diminuicdo Implementado
do tempo de retengdo

Primingda | Injecao repetida (5 vezes)
Coluna de extrato de espinafres

4.1.2 Otimizacdo do Método de Extracao

A analise de residuos de pesticidas em matrizes alimentares é complexa e desafiante,
uma vez que, por um lado, ndo s6 os pesticidas possuem caracteristicas fisico-quimicas que
dificultam a analise, como que, por outro lado, também os alimentos sdo matrizes complexas
gue possuem varios compostos que podem atuar como interferentes (Kaczynski, 2017).

Evidentemente existe um elevado volume de literatura dedicado ao desenvolvimento de
metodologias para a analise de glifosato, e outros compostos com elevada polaridade, em
matrizes alimentares (Bernal et a/, 2012). Na Tabela 4.3 estéo ilustrados alguns dos métodos

utilizados para a analise de glifosato em matrizes alimentares.

Como ja referido anteriormente, o método de eleicao para a analise de pesticidas alta-
mente polares é o LC-MS/MS (Masia et al, 2016). Dada a seletividade e especificidade da
técnica, a preparacao das amostras direciona-se para a extracdo segundo métodos mais
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genéricos, capazes de extrair um elevado nimero de compostos, evitando procedimentos de
limpeza exaustivos (Malik et a/, 2010). Nao obstante, dado a presenca de compostos interfe-
rentes nas matrizes alimentares, nem sempre é possivel obter bons resultados, pelo que é
necessario proceder a passos de limpeza (Golge, 2021).

O método QuPPe, desenvolvido pelo EURL-SRM, para a andlise de varios pesticidas al-
tamente polares em matrizes de origem vegetal € um dos métodos mais utilizados (Anastas-
siades et a/, 2020; Savini et al, 2019). Ndo obstante, varios autores como por exemplo Chia-
rello et al. (2019), Kaczynski (2017) e Savini et al. (2019), validaram e desenvolveram métodos
através de modificagdes ao método QuPPe. As modificagdes apresentadas por estes autores
compreendem essencialmente a introducdo de passos de limpeza para minimizacado e/ou eli-

minagado dos fortes efeitos matriz, verificados nas matrizes alimentares (Kaczynski, 2017).

Os alimentos possuem compostos, como proteinas, lipidos, glucidos, pigmentos, com-
postos antioxidantes, compostos sulfurados e corantes, que durante o processo de extragdo
podem ser simultaneamente extraidos e atuar como interferentes na analise (Kaczynski, 2017;
Xu et al., 2019). Com efeito, sdo observadas interferéncias no sinal do analito, com acréscimo
ou supressao de sinal, devido as interagdes via forgas fracas (van der Waals, dipolo-dipolo e
eletrostaticas) entre o analito e os componentes co-extraidos que causam competi¢cdo entre
os ides na fonte de ionizagdo do espetrometro de massa (Masia et al, 2016; Ngrskov et al,
2019). Durante o trabalho desenvolvido, foi possivel verificar a existéncia de efeito matriz, para
as matrizes validadas, nomeadamente -85,2% para o morango e -86,6% para a curgete. O
estudo do efeito matriz sera explicado mais adiante no capitulo 4.2.1.

Efetivamente existem varias abordagens para a minimizacdo do efeito matriz, como a
limpeza do extrato das amostras, ou a diluigdo do extrato final, para reducdo dos componentes
da matriz injetados (Masia et a/, 2016). Alguns dos procedimentos de limpeza utilizados sao
a cromatografia de exclusdo molecular, a extracao em fase solida (SPE), ou a extracao em fase
sélida dispersiva com sorbentes compativeis com os pesticidas em analise (Chamkasem &
Harmon, 2016; Han et al, 2016; Herrera Lopez et al, 2019; Kaczyrski, 2017; Masia et al, 2016;
Zoller et al, 2018).

O SPE é das técnicas de limpeza mais comuns, existindo varios estudos na literatura que
avaliam a sua eficacia na limpeza de amostras para a analise de glifosato (Han et a/, 2016;
Jensen et al, 2016). A principal desvantagem do SPE ¢ a fraca seletividade na separagdo de
compostos com elevada polaridade como o glifosato, dado que os materiais de SPE também
se conseguem ligar a compostos de estrutura semelhante (Rigobello-Masini et a/, 2019; Wirth
et al, 2021). Em contramedida tém vindo a ser desenvolvidos polimeros de impressdo mole-
cular que contém sitios ativos, capazes de reconhecer e ligar-se as moléculas alvo de natureza
semelhante (Rigobello-Masini et a/, 2019).

Além desta técnica, também a dSPE se tem demonstrado interessante para analise de

pesticidas altamente polares, dado que agiliza e simplifica o processo de extracao (Islas et al,
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2017). Alias, o método de extracdo QUEChERS, também desenvolvido pelo EURL-SRM, con-
templa um passo de limpeza por dSPE com PSA, para remocado de acidos organicos, acidos
gordos e acgucares (Paya et al, 2007). A eficacia de cada sorbente depende de cada matriz e
da natureza dos compostos em analise, visto que por exemplo, para matrizes com maior teor
lipidico sdo indicados sorbentes como o C18, enquanto para matrizes com maior teor de pig-
mentos (antocianinas e clorofila) sdo preferidos sorbentes a base de carbono, como o GCB
(Cabrera et al, 2016; Kaczynski, 2017; Tomasini et al, 2012). Efetivamente, a escolha do sor-

bente ideal é uma tarefa desafiante.

Neste trabalho foi avaliada a capacidade de dois sorbentes, C18 e GCB, disponiveis no
laboratorio, para a remocao de interferentes em amostras de barras de cereais para analise de
glifosato. O objetivo da utilizacdo destes sorbentes seria reduzir o efeito matriz, obtendo me-
lhor visualizagdo cromatografica. Na Figura 4.1 estdo dispostos dois cromatogramas exempli-
ficativos do efeito da extracdo com os dois sorbentes mencionados.
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Figura 4.1 - Representacdo grafica exemplificativa dos efeitos da extracdo de uma amostra para determinacdo de
glifosato, segundo um passo de limpeza com PSA+C18 (A) e PSA+GCB (B). 1 e 3 correspondem aos cromatogramas
das transi¢oes dos ides quantificadores e qualificadores, respetivamente.

Apesar de nao ter sido avaliado o efeito matriz para cada tipo de extracao, por observa-
¢ao da grafica da Figura 4.1, pode-se afirmar que existe um deterioramento da visualizacao
cromatografica. De acordo Kaczyrski (2017), o C18 ndo permite uma redugao eficaz do efeito
matriz, verificando-se um efeito semelhante ao obtido sem passo de limpeza. Segundo este
autor, também a utilizacdo de GCB leva a menores taxas de recuperacgao, tal como ja provado
noutros estudos, uma vez que os pesticidas polares e planares sao fortemente adsorvidos por
este sorbente (Han et a/, 2016). Com efeito, nenhum dos sorbentes foi considerado, ndo tendo
sido introduzido um passo de limpeza por dSPE. E no entanto de salientar que, tem vindo a
ser desenvolvidas e estudadas novas particulas, como o grafeno e o quitosano, que permitem
ultrapassar as limitacdes dos sorbentes convencionais (Cabrera et al/, 2016; Han et al, 2016;
Kaczynski, 2017; Wu et a/, 2015). Ainda assim, as técnicas de limpeza continuam a ser dispen-
diosas, uma vez que requerem a utilizacdo de muitos consumiveis (solventes e cartuchos), sdo
morosas e, como reiterado, podem levar a perda de pesticidas por adsor¢do para o sorbente
(Masia et al, 2016)
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Segundo Ngrskov et al. (2019), outra forma simples de reduzir o efeito matriz é através
da diluicdo das amostras, dado que diminui a competicdo dos ides na fonte de ionizagdo e
melhora a analise. Com efeito, estudou-se a reducéo do efeito matriz segundo a aplicacdo de
dois fatores de diluicao, 10 e 20, tendo-se inferido que face a diluigdo de 20, a diluicdo de 10
permite minimizar eficazmente o ruido de base do espectro, sem que se perca visualizagao
dos picos do analito.

Estes resultados divergem das concluses de Lopez et al. (2019), que verificaram que
quanto maior o fator de diluicdo, menor é o efeito matriz observado. Nao obstante, isto pode
dever-se ao volume de injecdo, ja que em Lopez et al. (2019) o volume de injecdo € 15 pL, trés
vezes inferior ao volume de inje¢do utilizado no método implementado. Alias, Anastassiades
et al. (2020) sugere que para matrizes complexas deve ser realizada uma diluicao de fator 5 ou
10, ou a injecdo de um volume de 2 plL, que atua como uma diluicdo da amostra. Posto isto,
implementou-se um passo de diluicdo da amostra de 1:10, com inje¢do de 5 puL de amostra.

Além da diluicdo, foi também implementado um passo de congelagdo dos extratos das
amostras previamente a sua centrifugagdo. Apesar de os solventes organicos e acidos utiliza-
dos promoverem a desnaturacdo das proteinas, o congelamento das amostras mostra-se par-
ticularmente relevante para a coagulacdo das proteinas e obten¢do de extratos mais limpos
(Anastassiades et al., 2020; Chamkasem & Harmon, 2016). E de referir que, apesar deste passo
ja estar a ser utilizado no laboratério para a andlise do pesticida em apreco, esta dissertacao
vem consolidar a sua implementacdo no método de extragdo com a inclusdo do congelamento

das amostras a -22°C durante 30 minutos.

Apesar de ndo terem sido realizados estudos de estabilidade aos padrdes de glifosato
foi possivel verificar a sua degradacéo, e consequentemente a deterioracdo dos resultados
experimentais. As solu¢des de trabalho foram preparadas em agua MillieQ sendo que, se-
gundo Anastassiades et al. (2020), deveriam ter uma duragao de aproximadamente seis meses,
quando armazenadas a 6°C. Como contramedida foram elaborados padrdes semanais de
forma a garantir a obtencao de bons resultados. Em futuro, para melhor gestdo laboratorial,
sera importante determinar a validade dos padrdes. Na Tabela 4.2 apresenta-se um resumo
dos parametros do método de extracao otimizados, bem como a decisdo de implementacao.
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Tabela 4.2 - Resumo dos estudos de otimizacdo do método de extracdo. Estdo identificados os problemas, os
estudos realizados, os resultados dos estudos de otimizagdo e a conclusdo face a implementagdo ou ndo, dos
pontos otimizados.

Problema Estudo Resultado Conclusao
Perda de visualizacao, o ana-
lito é adsorvido pelos sor-
bentes
A diluicdo de fator 10 diminui
eficazmente o efeito matriz, Implementado
sem perda de visualizacdo

Nao
Implementado

Efeito de dois sorbentes:
C18 e GCB

Efeito matriz
Efeito de dois fatores de
diluicdo: 10 e 20

. Congelamento dos extra- . s
Limpeza dos o Extratos mais claros devido a
tos a -22°C durante 30 ~ , Implementado
Extratos minutos coagulagao das proteinas

Degradacao | Preparacdo semanal dos Menor deterioracdo dos si-

- ~ . . Implementado
dos Padrbes | padroes nais instrumentais
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4.2 Validacao do Método Analitico

A validacao do método desenvolvido e otimizado foi realizada de acordo com as dire-
trizes do guia SANTE/12682/2019, da Comissao Europeia.

Em seguida sdo apresentados os resultados obtidos para a implementacao e validagao
do método para determinacao de glifosato em frutos e vegetais por LC-MS/MS, sendo abor-
dados os seguintes parametros: gama de trabalho e linearidade, especificidade e seletividade,
limiares analiticos (LD e LQ), precisdo (repetibilidade e precisdo intermédia), exatidao (recupe-
racao) e incertezas de medicao.

De acordo com o guia SANTE/12682/2019, os métodos devem ser validados pelo menos
para um alimento de cada grupo alimentar. Assim, o método foi implementado e validado
para as matrizes curgete e morango, uma vez que sao representativas de dois grupos de ali-
mentos distintos e ilustram o tipo de amostras enviadas pelos clientes da SGS para a analise
da presenca de glifosato.

4.2.1 Gama de Trabalho e Linearidade

Para a quantificacdo dos residuos de pesticidas em amostras alimentares de frutas e
vegetais foram construidas curvas de calibracdo que traduzem a relacdo entre a resposta do
equipamento e a concentragao do pesticida.

A minimiza¢do do efeito matriz em cromatografia liquida é complexa. No presente tra-
balho, a apreciacdao do efeito matriz foi realizada através do calculo da razdo entre o declive
das retas de calibracdo em matriz e o declive da reta de calibracdo em solvente, conforme
mostra a Equagao 4.1 (Savini et a/, 2019).

m .
%ME = ((ﬂ)—1> x 100 = (F—1) X 100

Mgolvente

Equacdo 4.1 - Percentagem de efeito matriz (%ME), em que Mmatiz corresponde ao declive da reta de calibracdo
em matriz; Msolvente COrresponde ao declive da reta de calibracdo em solvente; e F corresponde a razdo Mmatriz/Msol-

vente.

Deste modo, foram elaboradas curvas de calibracdo em solvente e em extrato das ma-
trizes analisadas, a partir de um minimo de seis pontos de acordo com a gama de trabalho
estipulada. Os resultados obtidos para o calculo do efeito matriz para ambas as matrizes vali-
dadas, assim como o declive das retas de calibragdo, estdao apresentados na Tabela 4.4. Para
mais detalhes sobre a reta de calibracdo em solvente deve-se consultar o Apéndice A.
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Tabela 4.4 - Percentagem de efeito matriz (%ME) na matriz morango e na matriz curgete. Estdo também apresen-
tados os declives das retas de calibracao.

Matriz Declive %ME
Solvente 2,86x 107 -
Morango 4,23% 10° -85,2%
Curgete 3,83x 10° -86,6%

Segundo Kaczynski (2017) e Savini et al. (2019), quando o efeito de matriz € negativo
significa que ha supressdo de sinal, afirmando-se ter-se um efeito de matriz forte quando o
seu modulo é superior a 50%. Como se pode observar pela Tabela 4.4, verifica-se em ambas
as matrizes a existéncia de um efeito matriz negativo, nomeadamente de -85,2% e -86,6%, o
que significa a existéncia de uma forte supressao de sinal.

Por norma, é sugerida a minimizacao deste efeito matriz por adigdo de IS-IL (Anastassi-
ades et al, 2020; Kruve et al, 2015a). Contudo, estes padrdes tém um elevado custo e nem
sempre estdo disponiveis, pelo que ndo sdo aplicaveis a analises de rotina (Anastassiades et
al, 2020). Alternativamente, podem ser realizadas curvas de calibracdo em matriz de forma a
compensar os efeitos verificados (SANTE/12682/2019, 2019). Posto isto, e dada a indisponibi-
lidade de IS-IL no laboratorio, foram realizadas curvas de calibracdo em matriz.

4211 Gama de Trabalho

A definicao da gama de trabalho baseou-se nas orientagdes do guia SANTE/12682/2019,
tendo-se assumido como limite inferior, o limite maximo de residuos assumido por defeito
para pesticidas na UE, ou seja, 0,0100 mg/kg (Regulamento (CE) N.° 396/2005, 2005). O limite
superior da gama de trabalho foi definido como 20 vezes o limite inferior da gama, ou seja,
0,200 mg/kg.

Apesar do LMR mais baixo permitido para o glifosato em alimentos ser de 0,100 mg/kg,
segundo o Decreto-Lei N.° 233/2006 (2006) e o Regulamento (UE) N.° 293/2013 (2013), esco-
lheu-se validar o método para 0,0100 mg/kg, uma vez que este é o valor exigido pelos clientes
da SGS na apresentagao de resultados.

A gama de trabalho foi apreciada através do estudo da homogeneidade de variancias,
pelo que foi analisada a existéncia de diferencas significativas entre o primeiro e Ultimo padrao
da gama de trabalho, ap6s a leitura de dez réplicas de cada extremo da gama de trabalho. Os
resultados obtidos encontram-se na Tabela 4.5.
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Tabela 4.5 — Estudo da homogeneidade de variancias para as retas de calibracdo em matriz de morango e curgete.
Estdo apresentados os dados referentes a concentragdo do primeiro e ultimo padrdo de calibragdo, 0,00500 pg/mL
e 0,100 pg/mL, respetivamente, bem como a média e as variancias das areas dos picos para cada amostra. Na
ultima coluna esta apresentado o valor de teste calculado (VT).

Matriz Concentragao (ug/mL) Média Variancia VT
6

Morango 0,00500 54084,6 3,26x 10 286
0,100 618260 9,31x 108
6

Curgete 0,00500 46682,0 4,94x 10 423
0,100 800788 2,09 x 10°

Para se averiguar a existéncia de diferencas significativas comparou-se o valor de teste
calculado com o valor tabelado da distribuicdo F para um nivel de confianga de 99% e para 9
graus de liberdade, ou seja, para um valor da distribuicao F de 5,35. Assim, observando a
Tabela 4.5 constata-se que VT é superior ao valor tabelado em ambas as matrizes, pelo que
existem diferencas significativas entre as variancias, devendo a gama de trabalho ser reduzida.

Todavia, quando através de ensaios de fortificacdo se consegue comprovar que o mé-
todo fornece resultados com recuperagao aceitavel dentro da gama de trabalho, pode-se as-
sumir que a gama de trabalho estd adequada (Henriques, 2008). Assim, verificou-se experi-
mentalmente através de ensaios de recuperagdo que o método permite obter boas taxas de
recuperacao pelo que se considerou a gama de trabalho adequada, ndo se tendo efetuado a

reducao da mesma.

4.2.1.2 Linearidade

Para avaliar a capacidade de se obterem resultados diretamente proporcionais a con-
centracao do analito nas amostras, avaliou-se a linearidade do método, por elaboracéo de
uma curva de calibracdo em matriz, a partir de um minimo de seis pontos, de acordo com a

gama de concentracdo previamente estipulada.

Na Figura 4.2 estdo representadas as curvas de calibracao para as matrizes em estudo,
morango e curgete. No Apéndice B é possivel consultar, em maior detalhe os dados utilizados

para a construcao das curvas de calibracao.

450000 T 450000 T
o J
400000 + 400000 Y.
350000 1 A ' 350000 + B
g 300000 T g © 300000 + =
p=1 £
= 250000 + = 250000 +
g . g
g 200000 + — 200000 T L
g - - K
@ 150000 + & 150000 ¥ =3,83E+06x+7,44E+03
100000 + . y=4,23E+06x+4,61E+03 100000 + 7 R2=0,9985
o R?=0,9989
50000 + @ 50000 + g
o e
0 t t t + + 0 t t t . t
0,0000 0,0200 0,0400 0,0600 0,0800 0,1000 0,0000 0,0200 0,0400 0,0600 0,0800 0,1000
Concentragao (ug/mL) Concentragao (ug/mL)

Figura 4.2 - Representacao gréfica das retas de calibragdo em morango (A) e em curgete (B), com respetivas equa-
¢Oes e coeficientes de determinagdo (R?), na gama de concentragdes de 0,00500 a 0,100 ug/mL.
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Numa primeira instancia, avaliou-se a aplicagdo de um modelo de regressao linear por
aplicacao do teste de Mandel e por apreciacdo do coeficiente de correlagdo, podendo os re-
sultados destes parametros, juntamente com as respetivas equacgdes das retas de calibracao
para cada matriz analisada, ser consultados na Tabela 4.6.

Tabela 4.6 — Estudo da linearidade das retas de calibragdo nas matrizes morango e curgete, e respetivas equagoes
das retas de calibracdo. Estdo apresentados os valores obtidos para o coeficiente de correlagdo (R), e para os pa-

rametros avaliados no teste de Mandel desvio-padrdo residual da reta de regressdo linear (Sy/y), desvio-padréo
residual da regressdo ndo-linear (S(y/x)z ), diferenca de variancias (DS?) e valor de teste (VT).

Teste de Mande/
Sy/x S (y/x)? DS? VT
Morango y=4,23x10%+4,61x10® 0,9995 595x10° 437x10° -573x10" -3,00
Curgete y:3,83><106x+7,44><103 0,9993 6,20x10° 1,04x10" -3,27x10™  -3,00

Matriz Equacgdo da Reta R

A validacao das retas de calibracao foi realizada de acordo com os critérios de aceitacdo
do guia RELACRE 13, que sugere que, para existir linearidade, devem-se verificar coeficientes
de correlagdo superiores a 0,995 (bons indicadores de correlagdo), e o teste de Mande/ deve
apresentar um valor de teste superior ao valor tabelado para a distribuicao F para um grau de
confianga de 95%. Deste modo, observando a Tabela 4.6, verifica-se que é possivel descrever
os dados de acordo com um modelo de regressao linear, uma vez que o valor tabelado para
a distribuicdo F para um grau de confianca de 95% é de 10,13, e que ambas as retas apresen-
tam bons coeficientes de correlacao, superiores a 0,995.

Ainda para averiguar a aplicabilidade do modelo de linearidade procedeu-se a analise
dos residuais e ao teste de R/KILT. Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 4.7.

Tabela 4.7 — Analise dos residuais e para o teste de R/K/LT em cada ponto da gama de trabalho para as matrizes
morango e curgete.

Matriz Ponto Analise dos Residuais Teste de RIKILT
1 -3,87 110
2 5,66 110
SIERGE 3 -6,93 91,1
4 3,61 99,3
5 0,48 95,7
6 -0,79 94,1
1 -17,0 107
2 -7,79 102
Curgete 3 3,78 103
4 4,20 100
5 0,54 95,3
6 -1,48 92,8

Nota: O valor a negrito encontra-se fora do critério de aceitabilidade para a anélise de residuos.

Segundo o Guia SANTE 12682/2019 (2019), para se garantir a existéncia de linearidade,
o desvio entre a concentragdo calculada (através da equacao da reta) e a concentracao teorica
deve situar-se a mais ou menos 20%. Ora, por observacao da Tabela 4.7, relativamente a
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analise de residuos, destaca-se a existéncia de desvios significativos para o primeiro ponto da
curva de calibracdo em curgete, dado que estes pontos ndo se enquadram nos critérios de
aceitabilidade definidos pelo guia.

De outro modo, no teste de R/K/LTassume-se que existe linearidade a curva se os valores
ndo diferirem mais de 10%, isto &, se se situarem entre 90% e 110% (sendo que a 100% existe
linearidade perfeita) (Reis, 2015). Pelos resultados apresentados na Tabela 4.7 verifica-se que
todos os pontos de ambas as retas de calibracao cumprem o critério de aceitacdao do teste de
RIKILT. Assim, atendendo a que o teste de R/K/LT é um teste mais poderoso do que a analise
de residuos, considerou-se as retas validadas por cumprirem a aceitabilidade no teste de R/-
KILT.

De forma a sintetizar os resultados obtidos, na Tabela 4.8 apresenta-se um sumario dos
resultados obtidos durante a validacdo da gama de trabalho e da linearidade das curvas de
calibragdo em cada matriz. Em suma, no estudo da linearidade verificou-se que quer a matriz
morango e quer a matriz curgete obedecem aos requisitos de linearidade. O método pode ser
descrito por um modelo regressao linear, apresentando bons coeficientes de correlagdo para
ambas as matrizes, 0,9995 e 0,9993 para o morango e curgete, respetivamente.

Tabela 4.8 - Sumario dos resultados obtidos na validacdo da gama de trabalho e da linearidade para as matrizes
morango e curgete.

Matriz Gama R m b Residuos RIKILT VT

Morango [0,00500;0,100] 0,9995 4,23x10° 4,61x10®° [-6,93;566] [91,1,110] -3,00
Curgete  [0,00500,0,100] 0,9993 3,83x10° 7,44x10® [-17,0;4,20] [92,8,107] -3,00
Nota: R corresponde ao coeficiente de correlagdo; m corresponde ao declive da reta de calibracdo; b corresponde

a ordenada na origem; F corresponde ao valor tabelado da distribuicdo de Fisher-Snedecor para um nivel de con-
fianca de 99% e N-3 graus de liberdade; e VT corresponde ao valor do teste de Mandel.

4.2.2 Especificidade e Seletividade

A seletividade é fundamental na analise de compostos em cromatografia uma vez que
permite avaliar a capacidade do método de separar e identificar inequivocamente os compos-
tos de interesse de outros compostos da matriz e/ou de possiveis interferentes (Peris-Vicente
et al., 2015).

Num primeiro momento, verificou-se a existéncia de seletividade pela confirmacdo da
inexisténcia de interferentes na amostra em branco, isto € uma amostra apenas com o sol-
vente. Além disso, é também de referir que ndo se observaram distor¢des na linha de base
perto do tempo de reten¢do do analito.

Para identificar a presenca de glifosato foram utilizadas duas transi¢des especificas, uma
quantificadora, 168,0—63,0 e outra qualificadora, 168,0 — 81,0. Na Figura 4.3 esta exemplifi-
cado um cromatograma obtido na analise de glifosato numa amostra. A sobreposicao dos
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picos dos ides quantificador e qualificador permite garantir a especificidade do método sendo
possivel confirmar a legitimidade dos compostos que se esta a quantificar.
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Figura 4.3 - Representacdo grafica de um cromatograma obtido por anélise do padrdo de controlo 2 (PC2) do
glifosato numa amostra. O cromatograma superior corresponde ao sinal do analito obtido segundo a transi¢do de
168,0—63,0, ido quantificador. O cromatograma inferior corresponde ao cromatograma do ido qualificador com
transicdo 168,0—81,0.

Foram ainda avaliados o tempo de retencdo e a razdo iénica para o glifosato em cada
matriz, face aos tempos de retencao e razdes idnicas médias dos padrdes de calibracao. Sali-
ente-se que os tempos de retencao variam ligeiramente com o tipo de matriz pelo que devem

ser elaboradas curvas de calibracao para cada matriz.

De acordo com as recomendagdes do guia SANTE/12682/2019, o TR do analito pode
variar com uma tolerancia de 0,1 minutos relativamente ao valor de referéncia. Ja para a razédo
idnica, o guia postula que os resultados s6 devem ser aceites se os valores estiverem compre-

endidos entre mais ou menos 30% o valor tomado como referéncia.

Como referéncia, consideram-se os valores médios do tempo de retencao e da razao
idnica dos padrdes de calibragcdo, em cada matriz. Apesar de se verificarem algumas variagdes
a nivel de tempo de retencdo em cada dia de analise, devido a deterioracdo do efeito do
priming da coluna Hypercarb, todas as amostras cumpriram o critério de aceitacao imposto
pelo guia SANTE/12682/2019.

Relativamente a razdo idnica, consideram-se aceitaveis para o morango, valores entre
44,4 e 82,4%, e valores entre 47,1 e 87,4% para a curgete. No Apéndice C podem ser consul-
tados os valores da razdo idnica para os padrdes de calibracdo em cada matriz, assim como

os resultados obtidos para cada amostra ao longo dos dias de analise.

Dado ao elevado volume de resultados, apresenta-se apenas, na Tabela 4.9 os resultados
relativamente a razdo idnica média, para as matrizes morango e curgete ao longo dos dois

dias de analise.
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Tabela 4.9 - Razdo i6nica média (RI), obtidos na anélise de glifosato para as matrizes morango e curgete, ao longo
dos dois dias de analise. Estdo também apresentados o respetivo desvios-padrdo (Sr) e coeficiente de variagdo
(CVR).

Matriz RI Sri CVri
Morango 61,8 52 8,3
Curgete 68,4 6,5 9,6

De acordo com a Tabela 4.9 pode-se afirmar que se respeitaram os critérios de tolerancia
estabelecidos, pelo que, inequivocamente a substancia analisada era, efetivamente, o gli-
fosato. E importante referir que o efeito matriz, assim como a concentracdo do analito na
amostra influenciam fortemente a razao iénica, pelo que se podem observar variagdes (Mar-
ques, 2019).

4.2.3 Limiares Analiticos

Os limiares analiticos foram determinados a partir do declive da reta de calibracdo e do
desvio padrao residual associado, conforme o explicado em 2.5.4, estando os resultados obti-
dos apresentados na Tabela 4.10.

Tabela 4.10 — Estudo dos limiares analiticos para as matrizes morango e curgete, e respetivas equagdes das retas

de calibragdo. Estdo apresentados os declives da reta de calibragdo e desvios-padréo residuais (Sy/x), assim como
o limite de quantificacdo (LQ), em pg/mL, e o limite de dete¢do (LD), em ug/mL.

Matriz Equagdo da Reta Declive Sy/x LQ (ug/mL) LD (ug/mL)
Morango y:4,.23><106X+4,6'|><103 4,23x10%  5,95x10° 0,0140 0,00463
Curgete y:3,83><106X+7,44><103 3,83%x10° 6,20 x10° 0,0162 0,00535

Observando a Tabela 4.10 tem-se que o limite de detecdo teorico para as matrizes ana-
lisadas é de 0,00463 pg/mL para o morango e de 0,00535 pg/mL para a curgete, pelo que uma
leitura inferior a este limite ndo permitira afirmar auséncia do analito, mas sim que existe 95%
de probabilidade de concentracdo de glifosato ser menor aqueles valores. Relativamente ao
limite de quantificacdo, obteve-se, um valor de 0,0140 pyg/mL para o morango e de 0,0162
pg/mL para a curgete, sendo de notar que o LQ € superior ao padrao de menor concentracao
(0,00500 pg/mL) da gama de trabalho.

E de referir que, apesar de, por norma, o LQ ser calculado a partir do desvio padrao
residual da reta e do seu declive, nem sempre se verifica que ha correspondéncia com o pri-
meiro ponto da gama de trabalho (Henriques, 2008). Contudo, a partir de ensaios de repeti-
bilidade com amostras recuperadas é possivel confirmar experimentalmente que o LQ cumpre
sempre a condicdo de ser inferior ao primeiro ponto de calibracdo da gama de trabalho.

Com efeito, realizou-se uma confirmagdo experimental do LQ e LD com a avaliagéo da
recuperacao de amostras fortificadas ao nivel do primeiro ponto da gama de trabalho. Aten-
dendo as boas taxas de recuperacao obtidas, considerou-se que o método desenvolvido tem
um LQ de 0,00500 pg/mL (0,0100 mg/kg) e que o LD do método é de 0,00165 pg/mL (0,00330
mg/kg) .
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4.2.4 Precisao

A precisao do método foi avaliada em duas matrizes de frutos e vegetais, morango e
curgete, em condicdes de repetibilidade e de precisao intermédia. Foi também estudada a
precisao do equipamento em termos de repetibilidade.

4.24.1 Repetibilidade: do método e do equipamento

Para a determinacdo da repetibilidade foram efetuados ensaios de recuperacdo em
quintuplicado, para cada nivel de fortificagéo, isto é, 0,0100 mg/Kg e 0,0500 mg/kg de gli-
fosato, para cada matriz.

Dado elevado volume de resultados, apresenta-se, na Tabela 4.11, um resumo dos re-
sultados obtidos para a avaliagdo da repetibilidade do método em cada dia de analise, junta-
mente com os desvios-padrao de repetibilidade, limites de repetibilidade e coeficiente de va-
riacdo de repetibilidade para as amostras de morango e curgete. No Apéndice D, podem ser
consultados, com maior detalhe, os resultados de repetibilidade obtidos em cada dia de ana-

lise.

Tabela 4.11 — Resumo dos resultados obtidos para o estudo da repetibilidade do método, ao longo dos dois dias
de anélise, para as amostras morango e curgete, fortificadas com 0,00500 e 0,0250 pg/mL de glifosato. Apresenta-
se também a concentracdo média obtida (x), o desvio padrao de repetibilidade (S)), limite de repetibilidade (r), a
percentagem de repetibilidade (%r) e o coeficiente de variacdo de repetibilidade (CV,).

Matriz Concentracgao (ug/mL) x S r % r CVr
0,00400  0,00047 0,00134 335 117
0,00500
0,00505  0,00048 0,00137 27,1 9,50
Morango
0,0216 0,0013 0,00372 171 6,02
0,0250
0,0263 0,0031 0,00887 33,7 118
0,00411  0,00050 0,00143 348 122
0,00500
0,00450  0,00032 0,000915 203 7,11
Curgete
0,0201 0,0012 0,00343 171 5,97
0,0250
0,0235 0,0022 0,00629 268 9,36

O guia SANTE/12682/2019 sugere que para que um método seja preciso, os resultados
obtidos em condi¢des de repetibilidade devem mostrar um coeficiente de variacdo da repeti-
bilidade de inferior a 20%. Assim, observando a Tabela 4.11,podemos afirmar que se obtiveram
resultados precisos, uma vez que os coeficientes de variacao de repetibilidade sdo inferiores
a 20%, permitindo o método obter resultados com uma precisao entre 7,11 e 12,2%, para o
nivel baixo de fortificacdo, e entre 5,97 e 11,8%, para o nivel alto de fortificacao.

Foi ainda determinada a repetibilidade do equipamento para ambas as matrizes, mo-
rango e curgete, com base na leitura de dez réplicas do ensaio para o padrao de calibracdo 1,
0,00500 pg/mL, e para o padrédo de calibracéo 2, 0,100 pg/mL. Dado ao elevado volume de
dados, na Tabela 4.12 encontram-se um resumo dos resultados de repetibilidade obtidos para
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as matrizes morango e curgete, juntamente com os desvios-padrao de repetibilidade, limites
de repetibilidade e coeficiente de variacdo de repetibilidade. No Apéndice E é possivel con-
sultar, com maior pormenor, os resultados obtidos para a avaliagao da repetibilidade do equi-

pamento.

Tabela 4.12 - Resultados obtidos para o estudo da repetibilidade do equipamento para as matrizes morango e
curgete, fortificadas com 0,00500 e 0,0100 pg/mL de glifosato. Apresenta-se também a concentracdo média obtida
(%), o desvio padrdo de repetibilidade (S)), limite de repetibilidade (r), a percentagem de repetibilidade (%r) e o
coeficiente de variagdo de repetibilidade (CV,).

Matriz Concentragao (ug/mL) x Sr r % r CV;
0,00500 0,00452  0,00044 0,00126 27,9 9,73

Morango
0,100 0,106 0,010 0,0286 27,0 9,43
0,00500 0,00575  0,00030 0,000858 14,9 5,22

Curgete
0,100 0,109 0,010 0,0286 26,2 9,17

A semelhanca do verificado anteriormente, observando a Tabela 4.12, podemos afirmar
gue a analise instrumental permite obter resultados precisos em todas as matrizes, uma vez
que o coeficiente de variagdo de repetibilidade é inferior a 20%. Assim, o equipamento apre-
senta uma precisao de 5,22 a 9,73% para o nivel baixo de fortificacdo, e de 9,17 a 9,43% para

o nivel mais alto de fortificacao.

4242 Precisiao Intermédia

A precisao intermédia distingue-se da repetibilidade por avaliar a precisédo dentro de um
longo periodo de tempo e por variar as condi¢des de analise (Kruve et al., 2015b). No presente

trabalho a condicao que se variou foi o dia de analise, tendo-se mantido sempre o analista.

De forma a determinar a precisao intermedia foram realizados cinco ensaios de recupe-
racao para cada nivel de fortificacao (0,0100 ug/mL e 0,0250 pug/mL) em dois dias diferentes,
pelo que, ao todo foram realizados dez ensaios para cada nivel de fortificagdo em cada matriz.

Devido ao elevado volume de resultados apresenta-se, na Tabela 4.13, de uma forma
sumaria, os resultados obtidos na determinacao da precisdo intermédia nas matrizes morango
e curgete. No Apéndice F, poder-se-a consultar com maior detalhe, os dados utilizados para

o célculo deste parametro.
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Tabela 4.13 - Resumo dos resultados obtidos para o estudo da precisdo intermédia nas matrizes morango e cur-
gete, fortificadas com 0,00500 e 0,0250 ug/mL de glifosato. Apresenta-se também a média (¥) das concentragdes
obtidas experimentalmente, o desvio-padrdo (Spi), a precisdo intermédia (Pl), a percentagem de precisdo intermé-
dia (%PI) e o coeficiente de variacdo da precisdo intermédia (CVp).

Matriz Concentragao (ug/mL) x Sk PI %Pl CVpi
0,00500 0,00452 0,00071 0,00203 44,9 15,7

Morango
0,0250 0,0240 0,0033 0,00944 393 13,8
0,00500 0,00431 0,00044 0,00126 29,2 10,2

Curgete
0,0250 0,0218 0,0024 0,00686 31,5 11,0

Para a precisao intermédia, o Guia SANTE/12682/2019 considera como critério de acei-
tagdo um coeficiente de variacdo inferior a 20%. Deste modo, pela Tabela 4.13 verifica-se que,
para ambas as matrizes, o critério de aceitacdo é cumprido, concluindo-se que, em condi¢bes
de precisdo intermédia, o método permite obter resultados aceitaveis, com uma precisado in-
termédia entre 10,2 e 15,7% para o nivel baixo de fortificacdo e de 11,0 a 13,8% para o nivel
alto de fortificacao.

4.2.5 Exatidao

Devido a inexisténcia de MRC, a exatiddo do método foi avaliada segundo ensaios de
recuperagdo com amostras fortificadas ao nivel do LQ, 0,00500 ug/mL (0,0100 mg/kg), e a um
nivel cinco vezes superior ao do LQ, 0,0250 ug/mL (0,0500 mg/kg). Para aceitacdo dos resul-
tados seguiu-se as recomendag¢des do guia SANTE/12682/2019 aquando da implementacao
de um método, ou seja, consideram-se aceites os resultados com percentagens de recupera-
¢ao entre 70 e 120%.

De forma a condensar o elevado nimero de resultados, na Tabela 4.14 apresentam-se
as taxas médias de recuperacao obtidas para cada matriz. Para maior detalhe, podem ser con-
sultadas, no Apéndice G as percentagem de recuperacao obtidas para cada ensaio de recupe-
racao nas matrizes validadas.

Tabela 4.14 — Concentracdo média obtida (ug/mL) e percentagem média de recuperacdo (%R) dos ensaios de for-

tificacdo com 0,00500 e 0,0250 pg/mL de glifosato, para as matrizes morango e curgete. Estd também apresentando
o desvio-padrdo (Sr) e o coeficiente de variagdo (CVr).

Matriz Concentragdo Tedrica (ug/mL) % R Sr CVr
0,00500

Morango 93,1 13,7 14,7
0,0250
0,00500

Curgete 86,6 9,1 10,5
0,0250

Através da Tabela 4.14, observa-se que a percentagem de recuperacao média para o
morango e curgete foi de 93,1% e de 86,6%, respetivamente. Posto isto, e atendendo ao cri-
tério de aceitagdo imposto pelo guia SANTE/12682/2019, podemos afirmar que o método
permite obter bons resultados de recuperacdo, sendo os valores aceitaveis. E também de
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salientar que os coeficientes de variacao dos resultados em ambas as matrizes sao inferiores
a 20%, mostrando existir baixa dispersdo dos dados. Analisando os trabalhos de Anastassiades
et al. (2020), Golge (2021) e Savini et al. (2019), que desenvolveram métodos para a analise de
glifosato semelhantes a abordagem utilizada neste trabalho, podemos concluir que método
permite obter taxas de recuperagao dentro do reportado pela literatura.

4.2.6 Estimativa da Incerteza do Método

Para o método desenvolvido foram calculadas as incertezas associadas a precisdo e a
exatiddo, e consequentemente a incerteza combinada e expandida. Estas incertezas foram cal-
culadas conforme as Equacgdes 2.15, 2.16, 2.17 e 2.18, descritas no capitulo 2.5.7. Considerou-
se como critério de aceitacdo que a incerteza expandida deve ser inferior a 50%, conforme
sugerido pelo guia SANTE/12682/2019.

Neste trabalho foi utilizada a abordagem (3) que consiste na combinacao das incertezas
associadas a precisao e exatiddo do método.

Para a estimativa da incerteza associada ao método utilizou-se uma abordagem com
base nos dados obtidos durante a validacao, estando os componentes individuais de incerteza,
assim como a incerteza combinada e expandida registados na Tabela 4.15. Note-se que a
incerteza do método foi apenas determinada para o nivel do LQ, considerando-se este como
0 pior cenario.

Tabela 4.15 - Componentes individuais das incertezas associadas a precisdo, Uprecisio, € €xatidao, uve, do método

analitico, obtidas pelos ensaios de recuperacdo nas matrizes em estudo, morango e curgete. Apresenta-se também
a incerteza combinada, uc, e a incerteza expandida, U.

Matriz Uprecisgo Uver Uc V)
Morango 11,5 4,49 12,4 24,6
Curgete 11,5 2,78 11,8 23,6

Com a analise da Tabela 4.15 atenta-se que, em ambas as matrizes, a incerteza expan-
dida cumpre o critério de aceitacdao imposto pelo guia, verificando-se que ndo existe uma
grande variacao da incerteza entre as diferentes matrizes. De uma forma geral, a incerteza do
método varia entre 23,6 e 24,6%.
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4.3 Aplicacao a Analise de Rotina

Periodicamente, para o laboratorio de Quimica da SGS Portugal alguns clientes enviam
as suas amostras para a determinacao de glifosato. Como ja referido neste trabalho, as amos-
tras recebidas sdo maioritariamente frutos e vegetais pelo que se tornou relevante a validagéo
do método implementado para este tipo de matrizes, ou seja, com elevado teor de agua. Pese
embora a emergéncia do glifosato na atualidade e toda a controvérsia associada, verifica-se
uma fraca requisicdo de analises para a sua quantificagdo, revelando que a sociedade ainda
nao esta desperta e ciente desta problematica. Noutra perspetiva, a escassa analise também
ndo permite aferir e prever a presenca de glifosato nos alimentos disponiveis no mercado,

nem avaliar se a legislacdo esta a ser cumprida.

As matrizes de uva e milho fresco foram amostras enviadas por clientes para a determi-
nacao de glifosato no laboratorio. As amostras foram analisadas pelo método implementado,
servindo para verificar a sua aplicabilidade na analise de rotina. Na Tabela 4.16 apresentam-
se os teores de glifosato obtidos para as duas matrizes.

Tabela 4.16 - Concentracdo de glifosato em pg/mL e mg/kg para as matrizes uvas e milho fresco, enviadas pelos
clientes da SGS para andlise de rotina.

. Concentragao
Matriz
ng/mL mg/kg
Uvas 0,0104 0,0208
Milho fresco <LQ <LQ

Nota: LQ corresponde ao limite de quantificacdo, devendo-se ler "inferior ao limite de quantificacdo de quantifica-
¢do" onde estad "<LQ". A concentracdo do analito em mg/kg é obtida através da multiplicacdo da concentracdo em
ug/mL pelo fator do método, neste caso, 2.

Pela Tabela 4.16 verifica-se que em nenhuma das matrizes avaliadas o teor de glifosato
é superior ao LMR estabelecido quer pela Comissao Europeia, quer pela Legislagdo Portu-
guesa. Alias, é de salientar que o teor de glifosato no milho foi inferior ao LQ do método.

Apesar de a aplicagdo de glifosato ainda ser permitida em Portugal de acordo com um
conjunto de boas praticas, os resultados obtidos para as duas amostras revelam que os limites
legais estdo a ser cumpridos, pelo menos por estes dois clientes.

E de referir que, segundo a literatura cientifica, de um modo geral o glifosato encontra-
se presente a niveis significativamente inferiores ao LMR, tal como verificado pela avaliagdao
dos residuos de glifosato em alimentos no mercado suico por Zoller et al. (2018).

Contudo, ndo deixa de ser importante a monitorizagdo constante da presenca do gli-
fosato nos produtos alimentares disponiveis no mercado, uma vez que a sua presenca nestes
produtos sugere inequivocamente exposicao alimentar (Agostini et a/, 2018). De facto, como
ja referido na introducdo, varios estudos revelam que os niveis do pesticida na urina sdo infe-
riores aos valores do ADI e AOEL (Bai & Ogbourne, 2016; Faniband et a/, 2021; Nova et al,
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2020). Ainda assim, como mencionado por Nova et a/. (2020), os teores de glifosato observa-
dos ndo deixam de ser preocupantes visto que o conhecimento dos efeitos de uma exposicao
a niveis baixos a longo prazo ainda é escasso.

Em rotina, a avaliagcdo da performance do método é realizada através de um controlo de
qualidade das amostras por elaboracdo de um ensaio de fortificagdo ao nivel do LQ (0,00500
ug/mL) e de padrdes de calibragdo correspondentes ao primeiro e Ultimo ponto da reta de
calibragao (0,00500 ug/mL e 0,100 pg/mL).

Na Tabela 4.17 apresenta-se as taxas de recuperagao obtidas para cada matriz, segundo
um ensaio de recuperacdo a um nivel de fortificacido de 0,00500 pg/mL. E de salientar que,
segundo o guia SANTE 12681/2019, em analises individuais de rotina, podem-se considerar
aceitaveis recuperagdes num intervalo de 60-140%.

Tabela 4.17 - Concentracdo obtida (ug/mL) e percentagem de recuperacdo (%R) do ensaio de fortificagdo com

0,00500 pg/mL de glifosato, para as matrizes uvas e milho fresco. Estd também apresentando concentracdo na
amostra nativa (ug/mL).

. Concentragao Concentragdo Ob- Concentragao na
Matriz L. . % R
Teorica (ug/mL) tida (ug/mL) amostra (ug/mL)
Uvas 0,00500 0,0129 0,0104 50,0
Milho fresco 0,00500 0,00577 0,000 115

De acordo com a Tabela 4.17, conclui-se que em rotina o método desenvolvido tem uma
boa aplicabilidade, permitindo obter resultados dentro dos critérios de aceitagdo estabeleci-
dos pelo guia SANTE/12682/2019. E de salientar, no entanto que no caso das uvas a taxa de
recuperacao foi inferior aos limites de aceitabilidade, devendo-se isto ao facto de a amostra
nativa estar positiva, isto é, ja apresentar uma quantidade de glifosato. Idealmente, quando
uma amostra esta positiva a analise deve ser repetida e dever-se-a realizar um ensaio de re-
cuperagdo a um nivel de fortificacdo superior (Marques, 2019). Nao obstante, este valor foi
aceite, tendo-se corrigido a concentracdo na amostra de acordo com a taxa de recuperagao,
ou seja, para uma recuperacao de 100% a concentragao da amostra seria de 0,0208 pg/mL.

Em suma, o método desenvolvido é aplicavel a anélise de rotina, permitindo quantificar
eficazmente a presenca de glifosato nas amostras enviadas pelos clientes da SGS. Apesar de
se verificar que as amostras que chegam a SGS com pedidos para analise de glifosato, se
encontrarem dentro da legalidade, é importante frisar mais uma vez que o escasso nuUmero
de analises pedidas € ilustrativo da inconsciéncia para este pesticida e reforca a necessidade
de existir um controlo mais atento e reforgado.
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4.4 Perspetivas Futuras

Este capitulo visa apresentar algumas sugestdes de melhoria para futura implementacao
de outras analises com base no método desenvolvido.

Como referido na introdugdo, apds a absorcao o glifosato é transportado ao longo da
planta e lancado para a rizosfera onde, em contacto com o solo e os seus microrganismos
sofre degradacao formando-se o AMPA. Este metabolito, formado em menor escala, apre-
senta também alguma fitotoxicidade para as plantas, embora numa magnitude menor do que
o glifosato (Reddy et a/, 2008). Naturalmente, para avaliar a exposicdo ao glifosato, é realizada
a analise conjunta de glifosato e de AMPA (Jensen et al, 2016). Além disso, como referido por
Narskov et al. (2019), dada a definicdo de residuos e de residuos para avaliacao de riscos pela
EFSA, é importante ter presente que o glifosato deve ser expresso como a soma dos seus
metabolitos. Efetivamente, a generalidade dos artigos consultados durante a realizacdo deste
trabalho com abordagens para a determinacdo de glifosato, visam ndo sé a implementacao
de um método para o glifosato como também para o AMPA (Anastassiades et al, 2020; Bernal
et al, 2012; Cesar et al, 2018; Chamkasem & Harmon, 2016; Chiarello et a/, 2019; Ciasca et a/,
2020; Golge, 2021; Granby et a/, 2003; Herrera Lopez et al, 2019; Hsiao et al, 2018; Jensen et
al, 2016; Kaczynski, 2017; Melton et al, 2019; Narskov et al, 2019; Rigobello-Masini et al,
2019; Savini et al, 2019; Tolstikov & Fiehn, 2002; Wirth et a/, 2021; Zoller et al, 2018; Zouaoui
et al, 2013).

Posto isto, apesar do método desenvolvido ndo contemplar a determinacdo do meta-
bolito de degradacao do glifosato, considera-se importante que futuramente a metodologia
seja adaptada de forma a permitir a quantificacdo conjunta de glifosato e AMPA. Esta adap-
tagcdo permitira obter um maior conhecimento sobre a contaminagéo das amostras e, em ul-

timo caso, fornecer dados mais concisos sobre a presenca de glifosato.

Idealmente, a exatiddo do método é determinada através de MRC, visto que reproduzem
melhor as condi¢des nativas do analito nas amostras. Consequentemente, a exatidao deter-
minada por este método confere resultados mais fiaveis. Dada a indisponibilidade destes ma-
teriais no laboratério, a exatiddo foi determinada com recurso alternativo a ensaios de recu-
peracdao. Deste modo, entende-se como importante a realizagdo de uma nova determinagdo
da exatiddao segundo a utilizagdo de MRC. Malgrado o elevado preco destes materiais, a de-
terminacao deste parametro de acordo com a abordagem proposta acarretara para o labora-
torio SGS Portugal maior credibilidade e, por conseguinte, prestigio, na apresentagdo de re-
sultados aos seus clientes contrabalangando o investimento inicial.
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CONCLUSAO

Dada a disparidade nas conclusGes dos estudos cientificos, bem como a escassez de
investigacdo com foco na exposicdo real aos herbicidas derivados de glifosato e aos efeitos
desta exposicao a longo prazo, a toxicidade do glifosato é um tema controverso. Claramente,
torna-se categorico o desenvolvimento de métodos analiticos que permitam obter resultados
consistentes, fidveis e precisos, de forma a possibilitar que os laboratérios disponham de
meios e critérios para tomar de decisdes adequadas as exigéncias estabelecidas, salvaguar-
dando a saude dos consumidores. Assim, foi desenvolvido um método para a analise de gli-
fosato por UHPLC-ESI-MS/MS, em frutos e vegetais, com base na otimizagdo do método
QuPPE, utilizado pela SGS Portugal para a determinacao do pesticida em estudo em matrizes
alimentares.

Na otimizacao do método de extracao, concluiu-se que, apesar dos fortes efeitos matriz
verificados, a limpeza dos extratos com os sorbentes PSA+C18 e PSA+GCB leva a perda de
analito. Alternativamente, foram testadas dilui¢des segundo um fator de 10 e de 20, para mi-
nimizar o efeito matriz. Efetivamente, a diluicdo mostrou-se eficaz para o melhoramento da
visualizacdo dos picos cromatograficos, tendo sido usada a diluicdo de fator 10 para a imple-
mentacao do método.

Como esperado, a coluna Hypercarb mostrou-se eficaz na separacao do glifosato, dadas
as caracteristicas Unicas das particulas de CGP que a constituem. Relativamente a esta, a rea-
lizacao de um priming com um extrato de espinafres revelou ser impactante para a diminuicéo

do tempo de retencdo e no melhoramento da forma dos picos cromatograficos.

O método foi validado para frutos e vegetais, com duas matrizes representativas do tipo
de amostras enviadas pelos clientes da SGS. O método implementado abrange uma gama de
trabalho de 0,00500 a 0,100 pg/mL, apresentando linearidade, com coeficientes de correlagéo
entre 0,9995 e 0,9993, para 0 morango e curgete, respetivamente, permitindo quantificar a
presenca de glifosato a 0,0100 mg/kg. A precisdo foi avaliada em condi¢des de repetibilidade
e de precisdo intermédia, tendo o método cumprido os critérios de aceitacdo impostos visto
que os coeficientes de variacdao obtidos foram inferiores a 20%. Além do mais, o método
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permitiu obter taxas de recuperacao, entre 86,6 e 93,1%, correspondendo aos critérios de
aceitacao estabelecidos. A estimativa da incerteza associada ao método permitiu concluir que
o método tem uma incerteza expandida inferior a 50%. Em suma, o método desenvolvido foi
validado em todos os parametros estudados, evidenciando uma performance que satisfez to-
dos os requisitos estabelecidos, pelo que se conclui que esta metodologia permite obter re-
sultados confiaveis, exatos e precisos e que, pela analise de amostras de rotina o método é

aplicavel a rotina.

Por ultimo, reitera-se a importancia de futuramente avaliar a exatiddo com materiais de
referéncia e de adaptar o método a determinagdao de AMPA. Considera-se que estas propostas
ndo sé sdo importantes para a aquisicdo de maior conhecimento quanto a presenca de gli-
fosato, mas também por contribuirem para o prestigio e credibilidade associadas a SGS Por-

tugal.
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A.

APENDICE: RETA EM SOLVENTE

Inicialmente, de forma a averiguar a existéncia de efeito matriz e decidir qual método

de calibracdo mais adequado para a quantificacdo de glifosato, foi elaborada, para além das

retas em matriz, uma reta em solvente.

Na Tabela A. 1, encontram-se os dados utilizados para a construcdo da curva de cali-

bracao representada na Figura A. 1.

Tabela A. 1 - Curva de calibracdo: Valores do sinal de analito obtidos ao longo da gama de concentra¢des (em

ug/mL e mg/kg) estipulada, para o solvente.

Concentracao
Pontos de Calibragao Sinal do Analito
nug/mL mg/kg
1 0,00500 0,0100 169723
2 0,0100 0,0200 348903
3 0,0250 0,0500 824095
4 0,0500 0,100 1537428
5 0,0750 0,150 2156751
6 0,100 0,200 2932006
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Figura A. 1 - Retas de calibragdo em solvente, com respetiva equagéo e coeficiente de determinagéo (R2), na gama
de concentra¢des de 0,00500 a 0,100 ug/mL.

A curva de calibracao foi validada segundo os mesmos parametros que as retas de cali-
bracdo em matriz, apresentando-se os parametros de validacao nas Tabelas A.2 e A.3.

Tabela A. 2 - Estudo da linearidade da reta de calibracdo em solvente, e respetiva equacdo das. Estdo apresentados
os valores obtidos para o coeficiente de correlagdo (R), e para os parametros avaliados no teste de Mande/ desvio-

padrdo residual da reta de regressdo linear (Sy/x), desvio-padrdo residual da regressdo ndo-linear (S (y/x2 )i dife-
renca de variancias (DS?) e valor de teste (PG).

Teste de Mande/
Sy/x S(y/x)Z DS? PG
Solvente y=2,86x10"+ 6,67x10* 0,9993 4,50x10* 1,21x10" -441x10" -3,00

Matriz Equacdo da Reta R

Tabela A. 3 - Analise dos residuais e para o teste de R/K/ILT em cada ponto da gama de trabalho para a reta em
solvente.

Matriz Ponto Analise dos Residuais Teste de R/IKILT
1 -19,0 107
2 -0,97 110
Solvente > 2022 104
4 2,85 96,8
5 -2,36 90,5
6 0,31 92,3

Nota: O valor a negrito encontra-se fora do critério de aceitabilidade para a anélise de residuos.

Atendendo aos resultados apresentados em ambas as Tabelas A.2 e A.3, pode-se con-
cluir que a curva de calibragéo elaborada cumpre todos os critérios de aceitacao, podendo ser
descrita por um modelo de regressao linear e apresentando um bom coeficiente de correla-
¢ao, 0,9993. A curva de calibragdo em solvente mostra ainda que existe uma boa linearidade,
conforme verificado na aplicacdo dos testes R/K/LT e de analise de residuos. Note-se que,
apesar de os requisitos de aceitacdo na analise dos residuais ndo serem cumpridos para o
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primeiro ponto, uma vez que este cumpre o teste de R/K/LT, de maior poder estatistico, con-
sidera-se validado.
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B.

APENDICE: CURVAS DE CALIBRACAO

As retas de calibragdo foram elaboradas a partir de um minimo de seis pontos dentro
da gama de validacao estudada. Os valores dos sinais do analito lidos em cada ponto da curva
de calibracao, para as matrizes morango e curgete, estao apresentados nas Tabelas B.1 e B.2.

Tabela B. 1 - Curva de calibragdo: Valores do sinal de analito obtidos ao longo da gama de concentragdes (em
ng/mL e mg/kg) estipulada, para o morango.

Concentragao
Pontos de Calibracao Sinal do Analito
ng/mL mg/kg
1 0,00500 0,0100 24984
2 0,0100 0,0200 49716
3 0,0250 0,0500 102825
4 0,0500 0,100 224165
5 0,0750 0,150 323770
6 0,100 0,200 424720

Tabela B. 2 - Curva de calibracdo: Valores do sinal de analito obtidos ao longo da gama de concentra¢des (em
ug/mL e mg/kg) estipulada, para a curgete.

Concentracao
Pontos de Calibracao Sinal do Analito
ng/mL mg/kg
1 0,00500 0,0100 22063
2 0,0100 0,0200 42161
3 0,0250 0,0500 107029
4 0,0500 0,100 207178
5 0,0750 0,150 296123
6 0,100 0,200 384439
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C.

APENDICE: RAZAO IONICA

Nas Tabela C. 1 e Tabela C. 2 estdo apresentadas as razdes ionicas obtidas na analise
dos padrdes de calibragdo nas matrizes morango e curgete, respetivamente. Estdo também
apresentados os dados relativos a média, desvios-padrao e coeficiente de variacdo em cada

matriz.

Tabela C. 1 - Razdes idnicas (RI) dos padrdes de calibragdo na matriz morango, com respetiva média, RI, desvio-
padrao, Sg;, e coeficiente de variacdo, CVg,.

Ponto de calibragio RI RI Sri CVr
1 65,8
2 66,2
3 63,9
63,4 4,2 6,7
4 66,0
5 63,5
6 55,1

Tabela C. 2 - Razdes i6nicas (Rl) dos padrdes de calibracdo na matriz curgete, com respetiva média, RI, desvio-
padrao, Sg,, e coeficiente de variacdo, CVg,.

Ponto de calibragéo RI RI SRi CVri
1 81,9
2 89,2
3 71,6
67,3 17,2 256
4 62,3
5 559
6 42,6

A cada dia de analise foram realizados cinco ensaios de fortificagdo, para dois niveis de
concentragao, 0,00500 pg/mL e 0,0250 pg/mL. Nas Tabelas C.3 e C.4 apresentam-se os resul-
tados para a razao idnica obtidos em cada dia de analise, dia 1 e dia 2, para os dois niveis de
fortificacdo avaliados em cada matriz.
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Tabela C. 3 - Raz&o idnica para as amostras fortificadas de morango e de curgete, analisadas no primeiro dia.

Matriz Concentrag¢ao (ug/mL) Raz&o lonica

64,7

51,1

0,00500 67,2

62,2

524

Morango 603

57,7

0,0250 64,2

61,0

63,7

64,5

674

0,00500 68,3

51,3

71,0

Curgete 59,1

679

0,0250 75,1

64,8

61,7

Tabela C. 4 - Raz&o idnica para as amostras fortificadas de morango e de curgete, analisadas no segundo dia.

Matriz Concentracao (ug/mL) Razé&o lonica

69,7

70,3

0,00500 56,6

61,6

65,5

Morango 56,2

63,0

0,0250 67,1

63,6

57,1

76,7

65,1

0,00500 71,0

76,4

76,4

Curgete 700

68,1

0,0250 66,7

77,8

68,4
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D.

APENDICE: REPETIBILIDADE DO METODO

Para a determinacgdo da repetibilidade de método em morango e curgete foram efetu-
ados cinco ensaios para dois niveis de fortificacdo, 0,00500 ug/mL e 0,0250 pg/mL. Estes en-
saios foram repetidos ao longo de dois dias, tendo ao total sido realizados dez ensaios para
cada nivel de fortificacdo em cada matriz.

Nas Tabelas D.1 e D.2, encontram-se os resultados obtidos nas duas matrizes nos dias 1
e 2, respetivamente, estando também representados o sinal médio, o desvio padrdo e o coe-
ficiente de variacao.
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Tabela D. 1 - Repetibilidade do método para as matrizes morango e curgete, fortificadas com 0,00500 e 0,0250
pg/mL de glifosato no dia 1. Estd também apresentada a concentragdo média obtida (x), o desvio padrdo de repe-
tibilidade (S)), limite de repetibilidade (r), a percentagem de repetibilidade (%r) e para o coeficiente de variacdo de
repetibilidade (CV)).

Concentracdao Concentragao
Matriz Teorica Obtida x S r %r CV;
(ug/mL) (ug/mL)
0,00429
0,00454
0,00500 0,00352 0,00400 0,00047 0,00134 335 11,8
0,00350
0,00413
0,0210
0,0214
0,0250 0,0225 0,0216  0,0013 0,00372 172 6,02
0,0233
0,0200
0,00391
0,00372
0,00500 0,00477 0,00411 0,00050 0,00143 348 122
0,00365
0,00451
0,0192
0,0208
0,0250 0,0204 0,0201 0,0012  0,00343 17,1 597
0,0185
0,0214

Morango

Curgete
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Tabela D. 2 - Repetibilidade do método de extracdo para as matrizes morango e curgete, fortificadas com 0,0050
e 0,025 pg/mL de glifosato no dia 2. Estd também apresentada a concentracdo média obtida (%), o desvio padrao
de repetibilidade (S;), limite de repetibilidade (r), a percentagem de repetibilidade (%r) e para o coeficiente de
variagdo de repetibilidade (CV,).

Concentracao Concentragao
Matriz Tedrica Obtida x S r %r CV;
(ug/mL) (Mg/mL)
0,00566
0,00450
0,00500 0,00467 0,00505 0,00048 0,00137 27,1 9,50
0,00502
0,00538
0,0297
0,0223
0,0250 0,0236 0,0263  0,0031 0,00887 33,7 118
0,0278
0,0279
0,00487
0,00422
0,00500 0,00453 0,00450 0,00032 0,000915 203 7,11
0,00414
0,00474
0,0262
0,0223
0,0250 0,0234 0,0235 0,0022 0,00629 26,8 9,36
0,0206
0,0248

Morango

Curgete
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E.

APENDICE: REPETIBILIDADE DO EQUIPA-
MENTO

Para a determinacao da repetibilidade do equipamento foram efetuadas dez leituras do
padréo de calibragéo 1 (PC1), 0,00500 pug/mL, e do padrdo de calibragdo 2 (PC2), 0,100 pg/mL,
de glifosato. Nas Tabelas E.1 e E.2 encontram-se os resultados obtidos na analise das duas
matrizes, respetivamente, estando também representados o sinal médio, o desvio padrdo e o

coeficiente de variacao.
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Tabela E. 1 - Estudo da repetibilidade do equipamento para a matriz morango, ao nivel do PC1, 0,00500 ug/mL, e
do PC2, 0,100 pg/mL, de glifosato. Estd também apresentada a concentracdo média obtida (%), o desvio padrao de
repetibilidade (S)), limite de repetibilidade (r), a percentagem de repetibilidade (%r) e para o coeficiente de variagdo
de repetibilidade (CV).

Concentracao .
Concentragao

Matriz Tedrica . x S r %r CV,
Obtida (ug/mL)
(Mg/mL)

0,00396
0,00508
0,00473
0,00410
0,00500 0,00475 0,00452 0,00044 0,00126 279 9,73
0,00436
0,00412
0,00428
0,00529
0,00455
0,101
0,100
0,101
0,0955
0,100 00914 0,106 0010 00286 270 943
0,106
0,114
0,118
0,118

0,114

Morango
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Tabela E. 2 - Estudo da repetibilidade do equipamento para a matriz curgete, ao nivel do PC1, 0,00500 ug/mL, e do
PC2, 0,100 pg/mL, de glifosato. Estd também apresentada a concentragdo média obtida (x), o desvio padrédo de
repetibilidade (S)), limite de repetibilidade (r), a percentagem de repetibilidade (%r) e para o coeficiente de variacdo
de repetibilidade (CV).

Concentracdo  Concentracao
Matriz Teorica Obtida x S r %r CV;
(ng/mL) (ug/mL)
0,00594
0,00587
0,00497
0,00598
0,00500 000574 0,00575 0,00030 0,000858 14,9 5,22
0,00588
0,00581
0,00560
0,00584
0,00591
0,104
0,103
0,119
0,118
0,100 0117 0,109 0,010 00286 26,2 9,17
0,119
0,109
0,0907
0,118
0,0970

Curgete
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F.

APENDICE: PRECISAO INTERMEDIA

A precisdo intermédia foi calculada a partir dos dados de repetibilidade obtidos ao longo
dos dois dias de anélise para os dois niveis de fortificacdo, ja apresentados no Apéndice E.

Nas Tabelas F.1 e F.2 apresentam-se os resultados de precisdo intermédia para as ma-
trizes morango e curgete, respetivamente.
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Tabela F. 1 - Estudo da precisdo intermédia nos ensaios de fortificagdo com 0,00500 e 0,0250 ug/mL de glifosato,
na matriz morango. Estd também apresentada a média (x) das concentra¢bes obtidas experimentalmente, o desvio-
padrdo (Spi), a precisdo intermédia (PI), a percentagem de precisdo intermédia (%PI) e o coeficiente de variacdo da
precisdo intermédia (CVp).

Concentragdao  Concentragao
Matriz Tedrica Obtida x Spi PI %Pl CVp
(ug/mL) (ug/mL)
0,00429
0,00454
0,00352
0,00350
0,00500 000413 0,00452 0,00071 0,00203 44,9 15,7
0,00566
0,00450
0,00467
0,00502
0,00538
0,0210
0,0214
0,0225
0,0233
0,0250 00200 0,0240 0,0033 0,00944 393 138
0,0297
0,0223
0,0236
0,0278
0,0279

Morango
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Tabela F. 2 - Estudo da precisdo intermédia nos ensaios de fortificagdo com 0,00500 e 0,0250 ug/mL de glifosato,
na matriz curgete. Esta também apresentada a média (%) das concentracbes obtidas experimentalmente, o desvio-
padrdo (Spi), a precisdo intermédia (PI), a percentagem de precisdo intermédia (%PI) e o coeficiente de variacdo da
precisdo intermédia (CVp).

Concentragdao  Concentragao
Matriz Teorica Obtida x Spi Pl %Pl CVp
(ug/mL) (Mg/mL)
0,00391
0,00372
0,00477
0,00365
0,00500 000451 0,00431 0,00044  0,00126 292 10,2
0,00487
0,00422
0,00453
0,00414
0,00474
0,0192
0,0208
0,0204
0,0185
0,0250 00214 0,0218 0,0024 0,00686 315 11,0
0,0262
0,0223
0,0234
0,0206
0,0248

Curgete
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G.

APENDICE: EXATIDAO

A exatiddo foi avaliada por ensaios de recuperacdo com amostras fortificadas ao nivel
de 0,00500 pg/mL (0,0100 mg/kg), e a um nivel de 0,0250 pg/mL (0,0500 mg/kg). Com efeito,
foram realizados cinco ensaios de fortificagdo com amostras fortificadas para os dois niveis ja
descritos. Estes ensaios foram repetidos ao longo de dois dias, dia 1 e dia 2, tendo-se ao total
realizado dez ensaios para cada nivel de fortificacdo em cada matriz.

Nas Tabelas G.1 e G.2, encontram-se agrupados, os resultados obtidos para as duas
matrizes, morango e curgete, respetivamente, ao longo dos dois dias de analise, estando tam-

bém representados o sinal médio, o desvio padrdo e o coeficiente de variacao.
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Tabela G. 1 - Concentragdo obtida (ug/mL) e percentagem de recuperagdo (%R) dos ensaios de fortificagdo com
0,00500 e 0,0250 ug/mL de glifosato, para a matriz morango. Estd também apresentada a taxa de recuperacdo

média (%R), desvio-padrdo (Sg) e coeficiente de variacdo (CVy).

. Concentragao Concentragao —
Matriz , . . %R %R Sr CWVr
Tedrica (ug/mL)  Obtida (ug/mL)
0,00429 85,8
0,00454 90,8
0,00352 704
0,00350 70,0
0,00413 82,6
0,00500
0,00566 113
0,00450 90,0
0,00467 934
0,00502 100
0,00538 108
Morango 93,1 13,7 14,7
0,0210 84,0
0,0214 85,6
0,0225 90,0
0,0233 93,2
0,0200 80,0
0,0250
0,0297 119
0,0223 89,2
0,0236 94,4
0,0278 111
0,0279 112
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Tabela G. 2 - Concentragdo obtida (ug/mL) e percentagem de recuperagdo (%R) dos ensaios de fortificagdo com
0,00500 e 0,0250 pg/mL de glifosato, para a matriz curgete. Estd também apresentada a taxa de recuperacdo média

(%R), desvio-padrio (Sr) e coeficiente de variacdo (CVR).

. Concentragao Concentragao —
Matriz L. . %R %R Sr CWVr
Tedrica (ug/mL) Obtida (ug/mL)
0,00391 78,2
0,00372 74,4
0,00477 95,4
0,00365 73,0
0,00451 90,2
0,00500
0,00487 97,4
0,00422 84,4
0,00453 90,6
0,00414 82,8
0,00474 94,8
Curgete 86,6 9,1 10,5
0,0192 76,8
0,0208 83,2
0,0204 81,6
0,0185 74,0
0,0214 85,6
0,0250
0,0262 105
0,0223 89,2
0,0234 93,6
0,0206 82,4
0,0248 99,2
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