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Resumo

A agricultura tem sido uma das atividades humanas com maior impacto sobre os
diversos compartimentos ambientais, sobretudo devido ao uso intensivo de

produtos agroquimicos, onde se enquadram os pesticidas.

Acresce, que a poluicdo ambiental das aguas superficiais, que resulta da
disseminacao dos pesticidas, é cada vez mais um problema ambiental relevante,
uma vez que constitui uma ameaga ndo s6 aos organismos vivos, como também

representa um risco significativo para a saude humana.

Alguns pesticidas foram classificados como substancias prioritarias e/ou
perigosas, pelo Decreto-Lei n.° 218/2015, de 7 de outubro, como por exemplo a
quinoxifena e o dicofol. Assim, tornou-se necessario o desenvolvimento e

validagao de métodos de monitorizagao para os referidos compostos.

Apds o estudo de alguns parédmetros de validagao, ficou evidenciado que as
metodologias mais adequadas para a determinagdo dos referidos pesticidas,
correspondem & agregacgao de técnicas, tais como, a extragao liquido-liquido
com a cromatografia gasosa com detetor de captura de eletrées (LLE-GC/ECD)
e a extracdo em fase sélida com a cromatografia liquida acoplada a um

espetrometro de massa (SPE-LC-MS).

Ainda assim, das duas metodologias desenvolvidas, verificou-se que a faz uso
da preparagao de amostra por extragao em fase solida (SPE-LC-MS), aparenta
ser a mais adequada para determinar em conjunto os analitos quinoxifena e
dicofol. Esta metodologia possui diversas vantagens, uma vez que requer menor
consumo de tempo, € uma técnica ambientalmente mais sustentavel e permite

extrair em simultaneo um maior nimero de amostras.

Palavras-chave: pesticidas, dicofol, quinoxifena, cromatografia liquida,

espetrometria de massa



Abstract

Agriculture has been one of the human applications with the greatest impact on

environmental ecosystems, due to the use of agrochemicals, as pesticides.

In addition, environmental pollution of surface waters resulting from the spread of
pesticides is increasingly a relevant environmental problem, as it poses a threat

not only to living organisms but also poses a significant risk to human health.

Some pesticides were classified as priority, dangerous, or both, like quinoxifena
and dicofol. Thus, development and validation of monitoring methods for these

two compounds has become necessary.

After the study of some validation parameters of each methodology, it was
evidenced that the most appropriate methodologies are the Liquid-liquid
Extraction with Gas Chromatography-Electron Capture Detector (LLE-GC/ECD)
and the Solid Phase Extraction with Liquid Chromatography-Mass Spectrometer
r (SPE-LC-MS).

However, from the two methodologies developed, it was verified that the SPE-
LC-MS methodology seems to be the most adequate for the environmental
determination of the two analytes, namely due to the less time consuming, to be
an environmentally more sustainable technique and, at the same time, a greater

number of extracted samples.

Keywords: pesticides, dicofol, quinoxyfen, liquid chromatography, mass

spectrometry
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1. Introducao

1.1 Enquadramento do tema

A exploragao agricola tem sido uma das atividades humanas com maior impacto
sobre a biodiversidade, constituindo uma enorme ameaca a conservacao dos
solos e das massas de agua superficiais, devido ao uso de produtos

agroquimicos onde se enquadram os pesticidas ['2],

De acordo com o Decreto-Lei n.° 218/2015, de 7 de outubro, a poluicido das
aguas superficiais com produtos agroquimicos pode causar “toxicidade aguda e
cronica nos organismos aquaticos, acumulagdo no ecossistema e perda de
habitats e de biodiversidade, para além de constituir uma ameacga para a saude

humana” [,

Assim, foram estabelecidas normas de qualidade ambiental (NQA), definidas no
ambito da politica da 4gua, cujo objetivo consiste em controlar a presencga destas
substancias no ambiente, e consequentemente, proteger a saude humana. As
NQA estabelecem os valores maximos de concentracdo possiveis de certos
compostos nos diferentes compartimentos ambientais (agua, solos ou biota), por
forma, a garantir um certo grau de seguranga na normal utilizagcdo destes

recursos [,

O Decreto-Lei n.° 218/2015, de 7 de outubro, B! define as NQA para algumas
substancias, classificando-as também como prioritarias e/ou perigosas,
estabelecendo assim como objetivo final, a redugdo ou eliminagdo da sua
presenga no ambiente. Duas dessas substancias, classificadas como perigosas
prioritarias sdo a quinoxifena e o dicofol, pesticidas de classes e modos de agao

distintos.

1.2 Objetivo e metodologia

Este trabalho final de mestrado (TFM) teve como objetivo o desenvolvimento e
a validagdo de metodologias de analise de modo a quantificar compostos

organicos, nomeadamente a quinoxifena e o dicofol, em matrizes aquosas. Os



referidos pesticidas fazem parte da lista de substancias prioritarias no dominio
da politica da agua, sendo extremamente pertinente a sua quantificagdo em

matrizes aquosas, nomeadamente em aguas superficiais e subterraneas.

Para o desenvolvimento das metodologias de andlise foram realizados e
validados varios ensaios de recuperagcdo com recurso a técnicas preparativas de
amostra, e posteriormente, analisados os extratos através de técnicas
cromatogréficas distintas. Assim, estudaram-se os efeitos de cada parametro, de

modo a fomentar a taxa de recuperacao dos analitos das amostras aquosas.

O TFM tipo estagio foi realizado entre fevereiro e julho do corrente ano, no
Laboratério de Referéncia do Ambiente (LRA) da Agéncia Portuguesa do
Ambiente, I.P. (APA, I.P.) ao abrigo do protocolo de estagio estabelecido entre a
APA e o ISEL, presente no Anexo |. Em concreto, a parte laboratorial foi

executada no setor de Quimica Orgéanica.

1.3 Local de estagio - Agéncia Portuguesa do Ambiente, I.P.

A APA é o principal regulador em matéria de ambiente em Portugal, tendo como
competéncias a monitorizagdo, planeamento e avaliagcdo, licenciamento e

fiscalizagdo e emprega cerca de 700 pessoas .

Desde 2012 que é o resultado da fusdo de nove organismos, entre os quais estao

cinco administragdes regionais hidrograficas (ARH), nomeadamente:
e ARH do Norte;
e ARH do Centro;
e ARH do Tejo e Oeste;
e ARH do Alentejo;
e ARH do Algarve.

Esta instituicdo tem como missao “propor, desenvolver e acompanhar a gestao

integrada e participada das politicas de ambiente e de desenvolvimento

”

sustentavel, ...” e visiona “contribuir para o desenvolvimento sustentavel de



Portugal, assente em elevados padrdes de protegao e valorizagao dos sistemas

ambientais e de abordagens integradas das politicas publicas.” [,

Como ja foi referido, a APA representa a autoridade maxima do ambiente em

Portugal tendo-lhe sido atribuidas, entre outras, algumas fungdes, tais como:

“Propor, desenvolver e acompanhar a execucdo das politicas de

ambiente, ...”;
“Exercer as fungdes de Autoridade Nacional da Agua, ...”;
“Exercer as fungdes de Autoridade Nacional de Residuos, ...”;

“Exercer as funcdes de Autoridade Nacional para a Prevencgao e Controlo

Integrados da Poluigéo, ...”;

“‘Exercer as fungdes de autoridade competente para o regime de

responsabilidade ambiental”;

“Elaborar estudos e analises prospetivas e de cenarizacdo, modelos e

instrumentos de simulagao, ...”;

“Assegurar a gestédo da rede de laboratérios do ambiente e colaborar na

acreditacdo de outros laboratorios e de novas técnicas analiticas” 1.

Da constituicdo da APA é parte integrante o Laboratério de Referéncia do

Ambiente, situado em Lisboa, que é composto por 5 sectores, nomeadamente:

Este

Metais;

Quimica Geral;
Biologia/Microbiologia;
Qualidade do Ar;
Quimica Organica.

laboratério esta acreditado pela norma NP EN ISO/IEC 17025 para

diferentes metodologias abrangendo diferentes matrizes (p.e.: aguas, lamas,



sedimentos e solos), sendo sujeito a duas auditorias anuais para verificagao da
conformidade dos ensaios. A principal matriz de ensaios, com cerca de 80 % do

total de amostras, € agua .

No setor de Quimica Organica, onde foi realizada a parte pratica deste trabalho,
a sua atividade abrange atualmente cerca de 300 substancias individuais para
verificacdo das normas de qualidade ambientais NQA segundo do Decreto-Lei
n.° 218/2015.

1.4 Estrutura do trabalho

Este TFM esta dividido em sete capitulos, os quais s&o descritos a seguir, para

além de trés anexos finais.

O Capitulo 1 refere-se ao enquadramento do tema, aos objetivos e estrutura do

trabalho realizado.

O Capitulo 2 refere-se as substancias perigosas e prioritarias, classificagdo dos

analitos.

O Capitulo 3 refere-se a metodologia analitica do trabalho, subdividindo-se em
trés subcapitulos, referentes aos métodos de preparagcao de amostras, métodos

de analise cromatografica e a validagdo dos métodos experimentais.

O Capitulo 4 refere-se a parte experimental, o qual esta dividido em quatro
subcapitulos, onde se apresentam os materiais utilizados, os reagentes e os
padrées, bem como o0s equipamentos e uma descricdo detalhada do

procedimento analitico utilizado.

No Capitulo 5 apresentam-se os resultados obtidos durante o decorrer do
trabalho, assim como uma breve discussdo dos mesmos. Este capitulo esta
dividido em seis subcapitulos, referindo os varios parametros para a validacao

dos métodos.

Nos Capitulos 6 e 7 sdo apresentadas as conclusdes e as perspetivas futuras

do presente trabalho, respetivamente.



Este trabalho deu origem a uma comunicagao em painel, apresentada no Férum
de Engenharia Quimica e Bioldgica 2018, decorrido nos dias 8, 9 e 10 de maio
de 2018, no ISEL (Anexo ).






2. Substancias perigosas prioritarias — pesticidas

O Decreto-Lei n.° 218/2015, de 7 de outubro, estabelece a lista de substancias
a monitorizar nas massas de agua superficiais (interiores - rios, lagos e massas
de agua fortemente modificados — e outras aguas superficiais — de transigao,
costeiras e territoriais), assim como a respetiva NQA para cada substancia,

expressas em concentracao maxima admissivel e valor médio anual 1.

As substancias enumeradas no Anexo |, do referido Decreto-Lei, classificam-se
em substancias prioritarias e perigosas prioritarias. As substancias prioritarias
sdo definidas na alinea |, no artigo 3° do Decreto-Lei n.° 218/2015, como “as
substancias que representam risco significativo para o ambiente aquatico ou por
seu intermédio...” e as substancias perigosas sao selecionadas tendo por base
algumas propriedades, tais como, a sua persisténcia, toxicidade e

bioacumulagéo (critério PTB) 321,

Assim, as substancias classificadas como perigosas prioritarias definem-se
como “as substancias identificadas como apresentando um risco acrescido em
relacdo as substancias prioritarias, sendo a sua selecido feita com base em
normativo proprio relativo a substancias perigosas ou nos acordos internacionais

relevantes” [°l,

De entre as substancias listadas no Anexo | do referido Decreto-Lei estdo os dois
pesticidas estudados neste trabalho, a quinoxifena e o dicofol. Estes pesticidas
estado classificados como substancias perigosas prioritarias, tornando, portanto,

imprescindivel a sua monitorizagéo 1.

A quinoxifena, como € comummente conhecida, € um pesticida da classe dos
fungicidas, com a formula molecular C1sHgCI2FNO e nome IUPAC 5,7-Dicloro-4-
(4-fluorfenoxi)quinolina. Este € um pesticida de uso, essencialmente preventivo,
no tratamento ao oidio da videira. A quinoxifena apresenta toxicidade elevada
para organismos aquaticos, como 0s peixes, organismos invertebrados e algas,
nao sendo considerado toxico em espécies terrestres. Nos humanos, pode
causar reagdes alérgicas quando entra em contacto com a pele © 9. Esta

substancia é bastante soluvel em solventes organicos como o diclorometano ou



o acetato de etilo, sendo, portanto, pouco solivel em agua . Devido a sua
elevada agregacao com as particulas do solo e a fraca solubilidade em agua,
permanece mais facilmente na camada superior do solo, possibilitando a sua
absorgdo pela raiz das plantas . A quinoxifena tem massa molar 308,133 g/mol
Pl e ponto de ebulicdo a 423 °C ['%I. A sua densidade é de 1,56 e a solubilidade
em agua corresponde a de 0,047 g/L (20 °C). Os principais ides obtidos por
cromatografia gasosa acoplada a espetrometria de massa (GC-MS)
correspondem a 237, 272 e 307 m/z. Na Figura 1 representa-se a estrutura da

molécula quinoxifena .

Figura 1. Estrutura molecular da quinoxifena [/

O outro pesticida referido, o dicofol, pertence a classe dos acaricidas que sao
utilizados, por exemplo, na cultura do algoddo !'". As suas propriedades
apresentam elevada toxicidade para os organismos aquaticos e para os seres
humanos, quer seja através de contacto com a pele ou olhos, ou pela sua
ingestédo. Outro efeito relevante, consiste em provocar danos em 6érgaos, se a
exposicao ao produto for prolongada. A sua solubilidade é mais elevada em
solventes organicos como a acetona ou o acetato de etilo, sendo praticamente
insolivel em agua 2, Assim, a poluigdo da dgua com este composto advém da
acumulagao de produto no solo ou da aplicacao inapropriada do produto, isto €,

a sua aplicagdo em excesso 3],

O dicofol, também conhecido como “Keltane”, tem uma estrutura semelhante ao
DDT, considerando-se um seu metabolito '4. Este composto tem nome IUPAC
2,2,2-Tricloro-1,1-bis(4-clorofenil)etanol e a sua férmula molecular &€ C14HgClsO.
A sua massa molar é 370,475 g/mol, possui uma densidade de 1,13 e
temperatura de ebulicdo é 225 °C. Relativamente a solubilidade em agua (25

°C), corresponde a 0,8 mg/L, sendo, portanto, inferior a da quinoxifena. Os



principais ides obtidos por GC-MS correspondem a 139, 251 e 253 m/z. A

estrutura da molécula do dicofol apresenta-se na Figura 2 121,

Figura 2. Estrutura molecular do dicofol (adaptada de ['%])

Os valores de NQA estabelecidos na legislagao nacional para estas substancias

sao apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Valores regulatérios para cada analito, segundo o Anexo Il do Decreto-Lei n.° 218/2015 I8

Média Anual Concentragdao Maxima Admissivel
Composto
(Mg/L) (nglL)
Agu.a.s . Outras aguas Agu.a.s . Outras aguas

superficiais N superficiais N

S superficiais S superficiais

interiores interiores
Quinoxifena 0,15 0,015 2,7 0,54

Dicofol 1,3 x 107 3,2x10° n.a. n.a.

n.a ndo aplicavel.

Assim, tendo como referéncia o menor valor regulatério, verifica-se que para a
quinoxifena este corresponde a 0,015 pg/L (15 ng/L) e para o dicofol a 0,000032
Mg/l (0,032 ng/L).
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3. Metodologia analitica

3.1 Métodos de preparacao de amostras

Um método de preparacdo de amostras consiste huma sequéncia de passos
requeridos para transformar a amostra em algo apropriado para analise. A
preparacao de amostra pode incluir a sua diluicdo, a extracao de analito de uma
matriz complexa, a concentracdo de um analito para um nivel a que este possa
ser quantificado, a conversado quimica de um analito numa outra forma detetavel

e a remocao ou disfarce de espécies interferentes [,

Neste trabalho, a preparacédo de amostra teve como objetivo a extracdo do
analito a partir de uma matriz complexa. Para isso, as técnicas extrativas

estudadas foram a extragao liquido-liquido e a extracao em fase solida.
3.1.1 Extracéo liquido-liquido

De um modo geral, a extragdo liquido-liquido (LLE) € uma operacédo de
separagao, cujo objetivo consiste em extrair os analitos presentes numa
amostra, através do contacto entre esta e um solvente imiscivel, no qual o analito

deve ser soluvel e ndo se decomponha.

Tipicamente, este tipo de extracdo é executado entre uma fase aquosa
(designada por amostra) e uma fase organica (constituida por um solvente,
imiscivel com a agua). Os solventes vulgarmente utilizados como fase organica
sdo, por exemplo, o éter dietilico, o isooctano ou o hexano, (menos densos que
a agua) ou cloroférmio, diclorometano ou tetraclorometano (mais densos que a

agua) 19,

As vantagens desta técnica sdo, essencialmente, a facil remocéo de sais
inorganicos, o tempo de desenvolvimento do método curto e os baixos custos
em termos de equipamento. Todavia, existem também algumas desvantagens,
uma vez, que tem um custo mais intensivo do ponto de vista de trabalho
laboratorial, exige um maior consumo de solventes organicos e é dificil de

automatizar (16!,
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3.1.2 Extragdo em fase solida

A extracdo em fase solida (SPE) difere do tipo anterior, pois em vez de ser
promovida a transferéncia do analito de uma fase liquida para outra, o analito
fica retido numa fase solida, a qual é constituida por um enchimento selecionado
de acordo com o tipo de analito que se pretende extrair. Neste método € usado
um pequeno volume de fase estacionaria cromatografica, de modo a isolar os
analitos presentes na fase liquida (vulgarmente designada por amostra),
removendo assim a maior parte da matriz aquosa e simplificando em muito a
subsequente etapa de analise. Na Figura 3 representam-se as etapas de uma
tipica SPE.

€ analitos

e A % interferentes

1) 2) 3) 4)
_iLﬁ o K_JvLﬁ o :_JLﬁ o K_“Lﬂ
] 3
A
- fool |
e *% * *
® 0 LY * o0 ® o0
A AN # *
* o * 0 * o e
hg ' T T T T T I
A *
) ! : ;
condicionamento introdugéao lavagem com eluicao dos
da amostra solvente ou clean-up analitos

Figura 3. Esquema tipico das etapas da extragdo em fase sélida ['"]

Numa SPE, usualmente a primeira fase corresponde ao condicionamento ou
ativacado do adsorvente do cartucho, com um solvente adequado. De seguida, a
passagem da amostra pelo enchimento do cartucho permite a retengao dos
analitos, e por vezes também de alguns interferentes. A terceira etapa,
designada por lavagem, tem como obijetivo principal retirar os interferentes
eventualmente também extraidos. Por fim, a quarta e ultima etapa representa a

eluicdo do analitos "],

Comparativamente com a LLE, a técnica de SPE é muito mais seletiva, para

além de ser eficaz mesmo em matrizes variaveis e complexas. Tal como no caso
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anterior, possibilita também um efeito de concentracdo, mas em maior grau,
permitindo obter elevadas recuperacbes dos analitos e com elevada
reprodutibilidade. No entanto, a SPE tem maiores custos associados
(designadamente em termos de equipamentos e consumiveis), sendo ainda uma

técnica bem mais complexa que a anterior ['6],

3.2 Métodos de analise cromatografica

A cromatografia € um processo de separagdo em que uma das fases é mantida
fixa (designada por fase estacionaria), enquanto outra fase se movimenta
através desta (denominada por fase movel), possibilitando assim a separagéo

dos componentes de uma mistura.

A cromatografia é dividida em diversas categorias baseadas no mecanismo de
interagcdo entre o soluto e a fase estacionaria ou no estado fisico da fase movel.
Relativamente aos tipos de interacdo fase movel-fase estacionaria, podemos
falar de cromatografia de adsorg¢ao, de particdo, de troca idnica, por exclusdo
molecular e por afinidade. Quanto ao estado fisico da fase movel, esta pode
estar no estado liquido ou gasoso, designando-se assim, por cromatografia

liquida (LC) ou gasosa (GC), respetivamente ['3],

O esquema de funcionamento de um cromatdgrafo gasoso é apresentado na

Figura 4, o qual é usualmente constituido por injetor, coluna e detetor.

Septo de
borracha

de silicone j-li —
L /_—_;:ff —~ 1]
Porta ,% - —\§ “Y J

do Forno do { \\ '2. :-' Detetor
injetor injetor U ‘ |

Computador

Forno do detetor

Forno da coluna

Figura 4. Esquema de funcionamento de um cromatégrafo gasoso
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Uma amostra liquida volatil (ou sob a forma de gas) € injetada através de um
septo num orificio aquecido (injetor), onde € rapidamente vaporizada. Este vapor
atravessa a coluna de separagao cromatografica e é levado ao detetor, cuja
resposta é enviada para um sistema de aquisicido de dados, como por exemplo
um computador. A coluna, que pode ser do tipo capilar ou de enchimento, é
imposto um aquecimento no forno, que quando faseado € denominado por
rampa de aquecimento. Assim a coluna é mantida a determinada temperatura
de modo a fornecer pressao de vapor suficiente para os analitos serem eluidos
num tempo razoavel, enquanto que o detetor € mantido a uma temperatura

superior a da coluna para garantir que nao ocorre condensagao dos analitos ['°l.

A escolha do detetor deve ter em conta trés caracteristicas fundamentais,
nomeadamente, ter sensibilidade a baixas concentracées de analito, dar
resposta linear para diferentes analitos e conservar a resposta simétrica e bem
definida para os compostos de interesse. Entre os varios tipos de detetores
existentes, este trabalho é focado em apenas dois, nomeadamente, no detetor

de captura de eletrées (ECD) e no de espetrometria de massa (MS) ['9,

3.2.1 Detetor de captura de eletroes

O ECD é particularmente sensivel a moléculas com elevada afinidade eletrénica
nomeadamente as que contenham halogéneos, carbonilos conjugados, nitrilos,
grupos nitro e organometalicos. Por estas caracteristicas e pelo facto de
responder a compostos com facilidade em formar anides, o ECD é relativamente
insensivel a hidrocarbonetos, alcoois e cetonas [, Na Figura 5 representa-se o

esquema de funcionamento caracteristico de um ECD.
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Figura 5. Esquema de funcionamento de um ECD ['¢

Tipicamente o ECD esta associado a cromatografia gasosa, na qual, o gas de
arraste (que pode ser constituido, por Hz, He ou N2) tem como fungao arrastar a
amostra pela coluna. Quando a fase moével em forma de gas entra no detetor,
esta € ionizada por agao de eletrdes com elevada energia emitidos por uma fonte
de ides radioativos (por exemplo, Ni). A fonte radioativa gera um fluxo de
eletrdes que produzem uma corrente elétrica estavel e sempre que é eluido um
componente que captura alguns dos eletrdes, o valor dessa corrente € alterado,
0 que € registado como um pico cromatografico. Este tipo de detetor é
extremamente sensivel para compostos com elevada afinidade eletrénica, sendo
possivel efetuar quantificacbes com limites comparaveis ou inferiores aos

obtidos com a monitorizagdo de ido selecionado por espetrometria de massa 9],

A identificagdo de um pico é conseguida através da comparacéo do seu tempo
de retencdo (correspondente ao tempo compreendido entre o momento de
injecdo da mistura na coluna a chegada do analito ao detetor) com o de um
padrao da presumivel substancia. A analise quantitativa é baseada na area ou
altura de um pico cromatografico [, Na maioria dos equipamentos, a
intensidade do pico € transmitida para o computador que possui um programa
de aquisi¢édo de dados, como por exemplo o software GC OpenLab (Agilent) '],
utilizado neste trabalho. No programa é necessario desenhar linhas de base
abaixo dos picos de modo a decidir sobre os limites da medicéo, tal como

representado na Figura 6.
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Figura 6. Exemplo de um cromatograma com a identificagdo dos picos cromatograficos

Na gama de concentragao cuja resposta € linear, a area ou altura de um pico €

proporcional a concentragédo do analito 9],

O cromatégrafo gasoso com detetor de captura de eletrées (GC/ECD) utilizado

neste trabalho € o representado na Figura 7.

Figura 7. Cromatoégrafo gasoso com detetor de captura de eletrbes

(Agilent, 6890A series)
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3.2.2 Detetor de espetrometria de massa

Um espetrémetro de massa € um detetor sensivel que fornece informacdes
quantitativas e qualitativas. A sua seletividade facilita os critérios de preparacao
de amostra ou a separagao cromatografica completa dos componentes de uma
mistura. O funcionamento de um espetrometro de massa é representado na

Figura 8.
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Figura 8. Esquema representativo de funcionamento de um detetor de MS 2%

Na fonte de ionizagdo, as moléculas da fase moével em forma de gas sao
convertidas em espécies carregadas. De seguida, os ides passam para o
analisador no qual séo separados de acordo com a sua razdo massa/carga.
Posteriormente, os ides alcangam o detetor, produzindo um sinal elétrico que é

registado e representado na forma de grafico pelo sistema de aquisicdo de dados
[20,21]

Um detetor de espetrometria de massa, quando funciona em modo de idao
selecionado, permite quantificar um componente a partir de um cromatograma
complexo, formado por compostos fracamente separados. O modo de iado
selecionado (SIM) reduz o limite de dete¢do, comparado com o modo de
varrimento total (Full Scan), uma vez que no primeiro caso, durante 0 mesmo

intervalo de tempo, o espetrometro analisa apenas os ides selecionados ['°l,

A espetrometria de massa requer vacuo elevado de modo a prevenir colisdes
moleculares durante a separagao dos ides. Todavia, o processo cromatografico
requer uma pressao elevada. O problema em juntar um sistema cromatografico
e um espectrometro de massa esta na remogao do excesso de vapor produzido
aquando da vaporizagao do eluato a entrada do espetrometro de massa. No

entanto, a cromatografia gasosa evoluiu de forma a empregar colunas capilares
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estreitas, de modo a que, assim, o eluato ndo sobrecarregue o sistema de vacuo

do espectrémetro de massa [1°20],

Para a identificacdo de um composto, dois picos especificos e intensos do seu
espetro de massa sao selecionados. O ido quantitativo € usado para a
quantificagéo (corresponde, usualmente, ao mais intenso do espetro) e o ido de
confirmacdo é usado para identificacdo ou confirmacdo da identidade do
composto (se possivel este devera corresponder ao valor da respetiva massa
molecular) "®l. Na Figura 9 apresenta-se um espetro de massa obtido para a

quinoxifena, a titulo de exemplo.
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Figura 9. Espetro de massa da quinoxifena, obtido por GC-MS

No caso apresentado na Figura 9, o ido quantitativo corresponde ao pico a 237
m/z e o ido de confirmacgao de identidade é o 307 m/z, o qual correspondente a

massa molecular da quinoxifena.

Na Figura 10 apresenta-se o cromatégrafo gasoso com espetrometria de massa
(GC-MS), utilizado durante este trabalho.
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Figura 10. Cromatégrafo gasoso acoplado a espectrometro de massa (Perkin Elmer, Clarus 500)

3.2.2.1 Espetrometria de massa acoplada a cromatografia liquida

A técnica de cromatografia liquida acoplada a um espectréometro de massa (LC-
MS), permite a separagao e a identificagcdo de espécies presentes numa amostra
a medida que eluem da coluna cromatografica, tal como no sistema anterior. No
entanto, no acoplamento destas duas técnicas, apesar da elevada sensibilidade
que é conseguida, existe também uma desvantagem 2%, A desvantagem advém
do facto da cromatografia liquida criar um grande volume de eluato (constituido
por soluto e solvente), que quando entra no espectrometro de massa, gera um
elevado volume de gas (cerca de 10 a 1000 vezes mais que o volume do gas de
arraste produzido na cromatografia gasosa). Desta forma, para nao se
sobrecarregar o sistema de vacuo do espectrometro de massa, tal quantidade
de gas deve ser removida previamente a separacdo dos ides na fonte do
espectrometro. Os modos de ionizacao eletronica que permitem lidar com este
efeito, e que séo igualmente mais usuais aquando o acoplamento entre a
espectrometria de massa e a cromatografia liquida, correspondem a ionizagao

por electrospray (ESI) e a ionizagdo quimica a pressao atmosférica (APCI) [1520],

A combinagao entre a cromatografia liquida e a espectrometria de massa oferece
elevada seletividade, uma vez que picos fracamente separados podem ser
isolados, selecionando-se um ou mais valores de massa distintos

correspondentes ao composto de interesse 29,
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O equipamento LC-MS utilizado neste trabalho esta representado na Figura 11.

Figura 11. Cromatdgrafo liquido acoplado a espectrometro de massa
(Agilent, 1100 series)

3.3 Validacao de métodos experimentais

Todos os métodos utilizados em laboratério precisam ser validados, com o
objetivo de confirmar que os métodos se adequam ao uso. Assim, sao objeto de

validagao os seguintes casos:
- Métodos nao normalizados;
- Métodos criados pelo laboratério;

- Métodos normalizados usados fora do campo para o qual foram

desenvolvidos;
- Ampliagdes e modificagdes dos métodos normalizados.

O processo de validagdo de um método deve estar descrito num procedimento
e os estudos para determinar os parametros de desempenho devem ser
realizados em equipamentos e instrumentos dentro das especificagbes
(funcionando corretamente, adequadamente calibrados e validados). Do mesmo
modo, o operador que realiza os estudos deve ser competente na area de estudo
e precisa ter conhecimento suficiente sobre o trabalho, sendo portanto, capaz de

tomar as decisGes apropriadas durante a realizagdo do estudo [?2],
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Para a validacdo de métodos experimentais, deve-se ter em conta os seguintes

parametros [23I:
- Seletividade;
- Gama de trabalho, Linearidade e Sensibilidade;
- Limiares analiticos;
- Precisao;
- Exatidao;
- Incerteza.

3.3.1 Seletividade

A matriz de uma amostra pode conter espécies quimicas que interfiram no
desempenho de uma medigao, interferentes estes que podem aumentar ou

reduzir o sinal do método 221,

Um método diz-se seletivo quando produz respostas a varios analitos, mas

distingue a resposta de um analito relativamente a de outros 123,

Uma forma de determinar a seletividade de um método instrumental consiste na
determinacéo da razao sinal/ruido, que compara o nivel do sinal obtido para o
analito com o ruido de fundo gerado pelo equipamento 24, Este racio é calculado
a partir dum cromatograma, com base na altura do pico do analito (sinal) dividido

pela linha de base do cromatograma do respetivo branco (ruido).

3.3.2 Gama de trabalho, linearidade e sensibilidade

Em qualquer método quantitativo existe uma gama de concentragdes de analito
para a qual o método pode ser aplicado. Assim, é prioritaria a escolha de uma
gama de trabalho que cubra o intervalo de concentragbes em que o método ira

ser aplicado.

Ao limite inferior da gama de concentragbes deve corresponder o limite de

quantificacdo, enquanto que o limite superior dependera da resposta do
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equipamento ao analito. Idealmente, a gama de trabalho deve ser do tipo linear,
na qual a resposta do sinal tem uma relagédo proporcional com a concentracao
do analito. Neste ambito, e para o caso de uma resposta linear entre o sinal e a

concentragao de analito, tem-se a expressao 1.

y=mx + b (1)

Em que:
y representa a resposta (altura ou area do pico, neste caso);
X representa a concentragdo de analito em cada padrao;
b representa a ordenada na origem;

m representa o declive da reta (vulgarmente designada por sensibilidade do

método).

Verifica-se, pois, que, a sensibilidade do método é mais elevada, quanto maior

a variagdo da resposta a menor variagao de concentragdo 221,
3.3.3 Limiares analiticos

De um modo geral, limiares analiticos sdo os limites do método perante a
presenga de um analito e sdo definidos como limite de detecao (LD) e limite de

quantificagédo (LQ), respetivamente.

O LD define-se como “a menor quantidade ou concentragdo de um analito na
amostra de teste que pode ser distinguida de forma confiavel de zero ou em

branco” ], sendo calculado pela expresséo 2.

LD = 3sy + Xgp (2)

Em que:
So representa o desvio padrao dos resultados obtidos para as medigdes de xg;
Xp representa a média aritmética do teor medido de uma série de brancos ou

padrdes vestigio (n=10).

Se aos resultados for subtraido o resultado do branco, este ultimo termo é

ignorado. O termo so tem como base 10 medi¢cbes independentes da
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concentragao de analito presente num padrao e o fator de 3 corresponde ao nivel

de confianca de 99 % 29,

O LQ é definido como a menor concentragao de analito que o método consegue

quantificar, sendo determinado pela expressao 3.
LQ = 1050 + XBI (3)

Experimentalmente, pode utilizar-se o padrdao de calibracdo de menor

concentragdo da gama de trabalho, para este limiar analitico 21,

3.3.4 Precisao

A precisdao de um método define-se como o grau de concordancia entre os
valores medidos obtidos repetidamente e segundo as mesmas condigdes 26271,

Este aspeto pode ser determinado sob trés formas, nomeadamente:
- Repetibilidade;
- Preciséo intermédia;
- Reprodutibilidade.

Neste trabalho, apenas ira ser considerada a determinagao da precisao por meio
da repetibilidade, cujas condigbes experimentais, durante todo o processo, foram

equivalentes, tais como o operador, instrumento de medi¢ao, condicdes, etc.

A precisao é expressa pelo Coeficiente de Variagdo (CV), também conhecido
como desvio padrao relativo (RSD). Esta medida é expressa em percentagem,

sendo determinada pela expressao 4.

So

V(%) = eup

x 100 4)

Em que:

CMD representa a concentragdo média determinada 122,
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3.3.5 Exatidao

A exatidao é definida como o “grau de concordancia entre um valor medido e um
valor verdadeiro duma mensuranda” 1 e pode ser determinada a partir de trés

formas distintas, tais como:
- A participagao em exercicios de ensaios interlaboratoriais;
- Utilizagcao de Materiais de Referéncia Certificados (MRC);
- Execucéo de ensaios de recuperagcao com amostras fortificadas 271,

Pela impossibilidade da participacao em ensaios interlaboratoriais e a utilizagcao
de MRC, iremos focar-nos apenas na determinagao da exatiddao do método a
partir de ensaios de recuperacdo com amostras fortificadas, isto €, adicionar uma
concentragao de analito conhecida a uma toma de agua ultrapura e verificar qual

a recuperacgao obtida apos a execugao de cada metodologia analitica.

Assim, a percentagem de recuperagao € calculada utilizando a expresséao 5.

. C— G
Recuperagido (%) = ( c ) x 100 (5)
3
Em que:
C1 representa a concentragao do analito na amostra fortificada;
C. representa a concentragao do analito na amostra nao fortificada;

Cs representa a concentracéo do analito adicionada & amostra fortificada 21,

3.3.6 Incerteza

A incerteza do método define-se como um parametro ndo negativo que
determina a dispersdo dos valores atribuidos a uma medida, com base nas
informagbes usadas ?°l. Este parametro é calculado a partir da combinacao das

componentes de incerteza principais de um método.

A expressao 6 ¢é utilizada para a determinacao da incerteza combinada.
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(6)

Hcomb =

Em que:
ui representa individualmente as componentes de incerteza;

n representa o numero de componentes de incerteza.

A incerteza expandida (U) é calculada a partir da incerteza combinada,
multiplicando-a por um fator de confianga estatistica apropriado (usualmente

utiliza-se o valor de 2) 1261,
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4. Parte Experimental

4.1. Material

A lista de material utilizado durante a execugao da parte experimental deste

trabalho, esta apresentada no Anexo lll.

4.2. Equipamento

Nesta secgao, apresentam-se os equipamentos utilizados durante o trabalho

experimental.
e Balanca (Mettler Toledo ABS4, com resolucdo de 0,1 mg);
e Dispensador de solventes organicos (Brand);
e Agitador mecénico (Gerhardt, Laboshake);

e Sistema automatico de extracdo de amostras (ThermoScientific,
AutoTrace 280 — Dionex);

e Evaporador rotativo Blchi (R-200), com unidade de vacuo (V-513) e
banho termostatizado (B-490);

e Evaporador rotativo (Bibby, RE 100), com unidade de vacuo (Buchi, V-
700), controlador de vacuo (Buchi, V-850) e banho termostatizado (Bibby,
RE 100B);

e Cromatoégrafo liquido com detetor de espectrometria de massa (Agilent
LC/MS, 1100 series);

Software — LC/MSD ChemStation, versédo Rev. A.10.02 [1757];

Coluna de separagao cromatografica Agilent PAH Eclipse, com 5 pm

de poro, 4,6 mm de didmetro e 250 mm de comprimento;

e Cromatografo gasoso com detetor de espectrometria de massa (Perkin
Elmer, Clarus 500);

27



Software — TurboMass versao 5.4.2.31617;

Coluna de separagédo cromatografica com baixo derrame Agilent
Technologies (VF-5ms) com 0,25 um de espessura de filme, 0,25 mm

de didmetro interno e 30 m de comprimento;

e Cromatégrafo gasoso equipado com detetor de captura de eletrbes
(Agilent, 6890A series);

Software — GC Open Lab versao Rev. C.01.05 [35];

Coluna de separagao cromatografica, Varian (CPSIL 19CB), com 0,25
pMm de espessura de filme, 0,25 mm de didmetro interno e 60 m de

comprimento.

4.3. Reagentes e padroes

Apresentam-se, em primeiro lugar, os reagentes utilizados, e posteriormente, os
padroes necessarios para realizar a parte experimental deste trabalho de

estagio.
Reagentes:
e Diclorometano (Honeywell, CH2Cl>, CAS n.° 75-09-2, Pureza: = 99,9 %);

e Acetato de Etilo (VWR International, C4HgO2, CAS n.° 141-78-6 Pureza: =
99,5 %);

e Metanol (J. T. Baker, CH3OH, CAS n.° 67-56-1, Pureza: HPLC Gradient
Grade);

e [sooctano (2,2,4-Trimetilpentano — SupraSolv, Merck, CsH1s, CAS n.° 540-
84-1 Pureza: 2 99,8 %);

Padroes:
Padrao certificado PCB IUPAC 198 (Dr. Ehrenstorfer, Pureza: 99,1 %);

Padrao certificado quinoxifena (Dr. Ehrenstorfer, Pureza: 98,0 %);
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Padrao certificado dicofol (Dr. Ehrenstorfer, Pureza: 99,0 %).

4.4. Descricao de procedimentos analiticos

4.4 1. Preparacao das solugdes padrao

A partir de padrdes certificados prepararam-se duas solugdes mae em metanaol,
respetivamente uma com quinoxifena e outra com dicofol. Por diluicdo destas,
foi preparada uma solugédo intermédia, e posteriormente através de novas
diluicbes, foram preparadas as solugdes padrao de trabalho, de acordo com o

esquema apresentado na Figura 12.

luc i Solugdo dr
Solugdo-mae e Padrdes

Figura 12. Esquema da preparagao de solugées

Na Tabela 2 apresentam-se os teores dos analitos nas referidas solugcdes padrao
de P1 a P7.

Tabela 2. Concentragées dos padrbes de quinoxifena e dicofol preparados

Sol. Sol. Solugdes padrao de trabalho (ug/L)
Composto M3e Intermédia

(g/L) (mg/L) P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7

Quinoxifena 0,45 10 50 100 300 750 1501 1999

Dicofol 0,96 o 10 50 100 300 750 1501 1999
Embora, no inicio da parte experimental tenham sido preparados padrbes
contendo cada um dos analitos individualmente, apds a otimizacdo dos métodos
de analise, os padrbes foram novamente preparados, mas agora contendo os
dois analitos em conjunto. Salienta-se ainda que a solugdo intermédia e os
padroes de trabalho foram também preparados em dois solventes diferentes,

nomeadamente em metanol e acetato de etilo, uma vez que o uso de um
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solvente inadequado influencia o resultado obtido pelo equipamento, pois pode

interferir com o funcionamento normal da coluna de separacéo.
4.4.2. Preparacédo de amostras

Foram selecionadas duas técnicas de preparacdo de amostra distintas,

designadamente a extragao liquido-liquido e a extragao em fase sodlida.

Para a extracdo liquido-liquido, escolheram-se trés solventes (diclorometano,
acetato de etilo e o isooctano, tendo em particular consideracdo as suas
propriedades, algumas das quais se apresentam na Tabela 3. Por outro lado,
teve-se também em atencao, o objetivo principal que se pretendia alcangar neste

trabalho, ou seja, uma eficaz recuperagéao dos analitos.

Tabela 3. Propriedades dos solventes utilizados

Propriedades Diclorometano  Acetato de etilo Isooctano

Solubilidade em

agua a 20 °C 20 77 1.4 x10°
(g/L) =
e " .
Ponto usse
Dersicade
Pressao de vapor 474 10 5,1

(kPa) [29-31]

Estrutura [2°-31 <N I H

8,93 5,99 1,94
(298 K) (298 K) (298 K)

Permitividade 32

4.4.2.1. Extracao liquido-liquido

Na Figura 13, apresenta-se um esquema representativo da metodologia

empregue neste trabalho, para a técnica de extragao liquido-liquido dos analitos.
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Extragdo liquido-

. liquido
Medicao de 500 mL de - 30 mL de solvente )
amostra ; Decantag3o do extrato
e - 10 minutos de
(verificagdo do pH) agitacdo
- 10 minutos de
repouso
N - ; Mudanga de solvente
Congelagdo a-18 °C Remogdo da agua .
durante uma noite através de congelacdo (de diclorometano
para acetato de etilo)
Concentragao
e Evaporador rotativo até 10 mL Aqélise S GC/ECD
« Corrente de azoto até 0,5 mL (confirmagdo por GC-MS)

Figura 13. Esquema do procedimento de analise através da técnica de
extragdo liquido-liquido

Tal como se pode verificar pela analise da Figura 13, o processo inicia-se com a
medi¢cao de uma toma de 500 mL de amostra de agua ultrapura, e de seguida &
fortificada com uma determinada quantidade de solugcdo padrao do analito que
se pretende extrair. Posteriormente, verifica-se com fita indicadora semelhante
a apresentada na Figura 14, se o pH se encontra nos valores pretendidos
(durante este trabalho foram utilizados dois niveis de pH, respetivamente, com
valores de 2 ou 7). Sempre que foi necessario proceder ao ajuste do pH das
amostras, recorreu-se a duas solugdes; uma primeira de caracter acido
constituida por acido cloridrico (HCI)(com concentracdo de 1M) e uma segunda
de natureza alcalina constituida por hidroxido de sbédio (NaOH) (com

concentragéao 1M).
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Indicator Strips

PHO-14

Figura 14. Fitas indicadoras de pH

Apoés esta etapa inicial, a amostra é colocada numa ampola de decantagéo, a
qual se adiciona um volume de 30 mL de solvente orgéanico, tal como
demonstrado na Figura 15. Segue-se o0 processo de extragao liquido-liquido,
através de agitacdo mecanica, durante 10 minutos e a 200 rpm (Figura 16). Apos
este periodo, deixa-se a mistura repousar durante outros 10 minutos, por forma,
a facilitar a separagao das fases. Decanta-se a fase organica para um frasco de
recolha e realizam-se mais duas extragdes sucessivas com novas tomas de
solvente fresco (utilizando condigdes idénticas as da primeira extragao). Juntam-
se as trés fases organicas num frasco e coloca-se 0 mesmo num congelador (a

temperatura -18 °C) durante uma noite.

).

Figura 15. Ampolas de decantagao
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Figura 16. Ampolas de decantagdo num agitador mecéanico

Passado o periodo de tempo correspondente a uma noite, retira-se a amostra
do congelador, e sem deixar descongelar a agua, transfere-se a fase orgéanica
para um baldo de fundo plano, por forma, a remover eventuais vestigios aquosos
ainda presentes no extrato. Segue-se a operagao unitaria de redugao do volume
do extrato, a qual consiste em concentra-lo num evaporador rotativo (Figura 17),

até que o mesmo perfaga aproximadamente 10 mL.

Figura 17. Evaporador rotativo (Bibby)

Nesta fase, realga-se que, consoante o solvente utilizado durante a etapa de
extragdo, a analise dos compostos através de GC/ECD torna imperativo mudar

o solvente quando o extrato é constituido por diclorometano.
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Apds a anterior redugao de volume, o extrato é transferido para um tubo de
ensaio graduado, e prossegue-se a sua concentragcdo, até que o seu volume
corresponda a 0,5 mL, tal como ilustrado na Figura 18. Deste modo, todo o
procedimento utilizado promove uma concentracdo de 1:1000 para os
compostos testados, ou seja, dos 500 mL de amostra iniciais, os analitos

passaram a estar contidos num volume de 0,5 mL.

BEe

Figura 18. Sistema de concentragdo em corrente de azoto

Numa ultima fase, os 0,5 mL de extrato sdo analisados por cromatografia gasosa
(GC/ECD ou GC-MS, consoante o caso).

4.4.2.2. Extragdo em fase solida

A outra metodologia de preparagdao de amostra utilizada no ambito deste
trabalho, foi a extracdo em fase sodlida. Um esquema ilustrativo da mesma

metodologia é apresentado na Figura 19.
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Extragdo em fase sélida

Medi¢do de 500 mL de e Cartuchos OASIS HLB/C18
amostra « Condicionamento dos cartuchos com 5
(verificacdo do pH) mL de metanol e 5 mL de agua

e Eluicdo com 20 mL de Metanol

Recolha do extrato e Concentracao do extrato em
transferéncia para tubos corrente de azoto, até 0,5
graduados mL

Andlise em LC-MS

Figura 19. Esquematizagdo da metodologia efetuada através da técnica
de extragdo em fase sélida

A analise da Figura 19, permite constatar que o procedimento é novamente
iniciado com a medi¢cdo de uma toma de 500 mL de amostra, sendo o pH da
mesma acertado aos valores de 2 ou 7, consoante as condi¢gdes de extracao

testadas.

Apos esta fase inicial, a amostra € colocada no sistema automatico de extragao
em fase sodlida (Figura 20), sendo submetida ao processo extrativo. Foram

escolhidos dois tipos diferentes de cartuchos de extracgao:
- Cartucho OASIS HLB;
- Cartucho C18.

Estes cartuchos diferem sobretudo no tipo de absorvente, sendo o primeiro
constituido por um polimero do tipo polidivinilbenzeno, enquanto que o segundo
€ constituido por octadecil. Deste modo, fica claro que as suas caracteristicas
de adsorcao sao diferentes, uma vez que a sua polaridade é também

significativamente distinta.

Previamente a passagem da amostra, ambos os cartuchos foram condicionados

com 5 mL de metanol e 5 mL de agua, sendo que a eluicdo dos analitos foi
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efetuada com diferentes volumes de metanol ou diclorometano (10, 20 e 30 mL).
Os extratos obtidos foram recolhidos em recipientes adequados, transferidos
para tubos de ensaio graduados, e concentrados sob corrente de azoto, até ao
volume final de 0,5 mL. Posteriormente, os extratos foram analisados por LC-
MS.

Figura 20. Sistema automatico de extragdo de amostras em fase sélida (ThermoScientific AutoTrace 280
— Dionex)

4.4.3. Analise cromatografica

Para a identificacdo e quantificagdo dos analitos, foram testados trés sistemas

cromatogréficos diferentes:
- Cromatdgrafo gasoso com detecéo por captura de eletrées (GC/ECD);

- Cromatoégrafo gasoso com detegao por espectrometria de massa (GC-
MS);

- Cromatografo liquido com detegao por espectrometria de massa (LC-MS).

Estes trés sistemas possibilitam diferentes abordagens para os analitos, sendo
que permitem variar condigdes relevantes, cujo o impacto pode ser significativo

na analise dos compostos.
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Relativamente a analise por GC/ECD, foi utilizado o sistema apresentado na

Figura 7.

Neste equipamento de cromatografia, estava instalada uma coluna
cromatografica Varian (CPSIL 19CB), com 0,25 uym de espessura de filme, 0,25

mm de didmetro interno e 60 m comprimento.

Foi utilizado um volume de injecdo de amostra de 1 pL e a rampa de

temperaturas utilizada correspondeu a que consta na Tabela 4.

Tabela 4. Rampa de temperatura do forno do GC-ECD

Tempo Taxa Temperatura
(min) (°C/min) (°C)
0,0 - 90
1,0 90
20
7,0 215
13 215
3
30 270
32 - 270

O tempo de duracao da corrida foi de 32 minutos, sendo que, foram avaliados
dois tipos de calibracdo, nomeadamente a calibracdo pelo método de padrao
externo e interno (neste ultimo caso, foi usado o PCB IUPAC 198 como padrao

interno).

Relativamente ao sistema do GC-MS, utilizou-se o equipamento apresentado na
Figura 10, equipado com uma coluna de separagdo da marca Agilent
Technologies (VF-5ms), com 0,25 pym de espessura de fiime, 0,25 mm de

didmetro interno e 30 m comprimento.

Foi utilizado um volume de inje¢do de amostra de 1,5 pL, sendo que na Tabela
5, apresenta-se a rampa de temperatura do forno que foi usada durante a

analise.
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Tabela 5. Rampa de temperaturas do forno do GC-MS

Tempo Taxa Temperatura
(min) (°C/min) (°C)
0,0 - 60
1,0 60
10
15 200
24 200
20
27 280
38 - 280

A analise no cromatografo GC-MS foi efetuada por dois modos diferentes:
- Modo de varrimento total (Full Scan);
- Modo de ido selecionado (SIM).

O primeiro modo serviu essencialmente para determinar os ides mais intensos
dos analitos, enquanto que apds esta selecdo, os mesmos foram analisados
recorrendo ao modo SIM. As condicbes do espectrometro de massa foram as

apresentadas na Tabela 6.
Tabela 6. Condig¢bes utilizadas no espectrometro de massa do GC-MS em modo SIM

Parametro Quinoxifena Dicofol

. L lonizacao eletronica com modo positivo
Tipo de ionizagao

(EI*; 70 eV)
Temperatura da interface 250 °C
Temperatura da fonte 180 °C
I6es monitorizados (m/z) 237; 272; 307 139; 251; 253
SCAN (m/z) 50 - 400

Nota: os valores representados a negrito sao referentes aos ibes de quantificagéo

O terceiro sistema de analise referido neste trabalho foi o LC-MS, sendo o

mesmo apresentado na Figura 11.
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Para este equipamento, a coluna de separagao cromatografica utilizada foi uma
Agilent PAH Eclipse, com 5 um de poro, 4,6 mm didmetro interno e 250 mm de

comprimento.

Foi utilizado um volume de injecdo de amostra de 50 L e a temperatura do forno
foi mantida constante, a temperatura de 30 °C, durante toda a analise. A fase

movel foi constituida unicamente por metanol e o fluxo foi de 0,5 mL/min.

Relativamente ao espectrometro de massa, foram testados os seguintes tipos

de fonte de ionizagao:
- lonizagao por Electrospray (ESI — modos positivo e negativo);

- lonizagdo quimica a pressdo atmosférica (APClI — modos positivo e

negativo).

Tal como no caso da cromatografia gasosa, os compostos foram analisados
através de varrimento total (para aferir os ibes mais intensos), e posteriormente,

analisados em modo SIM.

As condic¢des utilizadas no espectrometro de massa foram as apresentadas na
Tabela 7.

Tabela 7. Condigbes utilizadas no espectrometro de massa do LC-MS

Parametro Quinoxifena Dicofol
Tipo de ionizagao APCI* (4000 V)
Temperatura do gas 350 °C
Temperatura vaporizagao 375°C
Fluxo do gas nebulizador 4 L/min (azoto)
I6es monitorizados (m/z) 308; 310 251; 253
SCAN (m/z) 50 - 400

Nota: os valores representados a negrito sao referentes aos ibes de quantificagéo
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5. Apresentacao e Discussao de Resultados

5.1 Consideragoes gerais

As metodologias utilizadas neste trabalho, como qualquer outro método de
laboratdrio, necessitaram de validagcdo, de modo a tornar os resultados obtidos
crediveis e adequados ao uso na monitorizagao ambiental. Assim, foi necessario
avaliar e estudar diversos aspetos fundamentais, tais como os apresentados de

seguida:
- Razéo sinal/ruido;
- Linearidade;
- Gama de trabalho;
- Sensibilidade;
- Limiares analiticos;
- Precisao;
- Exatidao;
- Incerteza.

O estudo destes parametros possibilita a escolha das melhores condi¢cdes de
analise para os compostos em escrutinio, permitindo também dessa forma,

inferir sobre a metodologia mais adequada.

5.2 A razao sinal/ruido

Este parametro pode considerar-se como o primordial para definir uma boa
escolha do sistema instrumental de andlise que se mais adeque aos objetivos
que pretendemos alcancar. No ambito deste trabalho foram selecionados trés

sistemas cromatograficos distintos, designadamente:

- Cromatdgrafo gasoso com detetor de captura de eletrbes (GC/ECD);
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- Cromatdgrafo gasoso com detetor de espetrometria de massa (GC-MS);
- Cromatografo liquido com detetor de espetrometria de massa (LC-MS).

Para avaliar a razéo sinal/ruido dos dois compostos nos referidos sistemas,
iniciou-se o estudo através da analise individual dos mesmos em cada
equipamento. Deste modo, recorreu-se a uma solugdo-mae em metanol
contendo cada analito, e procedeu-se a sua analise, nos trés sistemas
cromatograficos mencionados. Esta etapa foi particularmente crucial para o
sistema LC-MS, pois existem quatro possibilidades de analise distintas,
nomeadamente ionizag&o por APCI e ESI (em modo positivo e negativo). Assim,
foi possivel definir, qual das fontes e dos modos, produziu um sinal mais intenso

para os ides correspondentes a cada composto.

Nas Figuras 21 e 22 apresentam-se exemplos de cromatogramas obtidos com
as fontes de ionizagdo ESI e APCI para a quinoxifena e o dicofol (em modo

positivo e negativo, respetivamente).

MSDA TIC, MS File (CATIAONTES\TESTEOS3.D) APLES, Pos, Scan, Frag: 80
MED1 TIC, M Fils (CATIAFONTESITESTEOGAD)  APLES: Neg, Sean Frog 80
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Figura 21. Cromatogramas obtidos em modo varrimento total (m/z = 50-
400) por LC-MS, com fonte de ionizagcdo ESI: a) quinoxifena e b) dicofol
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Figura 22. Cromatogramas obtidos em modo varrimento total (m/z =50-
400) por LC-MS, com fonte de ionizagdo APCI: a) quinoxifena e b) dicofol

Analisando a Figura 21, verifica-se que para a fonte de ionizagdo ESI ndo séo
produzidos bons resultados, significando isto que, no cromatograma, nédo €
possivel destacar o sinal emitido na presencga do analito, em relacao a linha de
base, para o composto dicofol, quer usando o modo positivo quer o modo
negativo. Todavia, verifica-se também, que esta fonte consegue obter
apreciaveis resultados para a quinoxifena, sendo estes significativamente

melhores quando se opera em modo positivo.

Por outro lado, constata-se que a ionizagdo APCI (Figura 22), exceptuando a
quinoxifena com o modo negativo, obtém picos significativamente intensos para

ambos os compostos.

Com base nos resultados anteriores pode afirmar-se que a escolha mais
favoravel para a analise dos dois compostos corresponde a ionizacao por APCI

em modo positivo (Tabela 8).

43



Tabela 8. Resumo da perceg¢édo da intensidade do sinal de cada sistema para cada composto

Analito Fonte
APCI ESI
Modo Modo Modo Modo
positivo negativo positivo negativo
Quinoxifena +++ + ++ +

Sem intensidade de

Dicofol +++ +++ .
coto sinal

Nota: + pouca intensidade de sinal; ++ alguma intensidade de sinal; +++ elevada intensidade de sinal

As analises com as solugdes-mae permitiram ainda definir quais os ides mais
intensos para cada um dos compostos, pois foram efetuadas em modo de
varrimento total (Full scan). Esta selegao € importante, pois para se alcangarem
os niveis de quantificagdo impostos pelas normas regulatérias (ppb e ppt), torna-
se necessario operar o espectrometro em modo de ido selecionado (SIM).
Assim, os ibes selecionados para cada um dos compostos ja foram

apresentados anteriormente, encontram-se descritos na Tabela 7.

Para a avaliacdo da razao sinal/ruido de cada composto em cada um dos
sistemas analiticos mencionados, foram utilizados padrées com baixo teor de
cada analito, fazendo o quociente entre as alturas maximas obtidas para o sinal
de analito (que corresponde ao sinal) e a linha de base respetiva (que
corresponde ao ruido). Assim, foram preparados dois padrdes, um com
concentragao de 50 ug/L em quinoxifena e outro com concentragao de 1,5 mg/L

em dicofol, e posteriormente, estas solugdes foram analisadas.

Os resultados obtidos para a razao sinal/ruido apresentam-se na Tabela 9.

Tabela 9. Valores da razéo sinal/ruido para a quinoxifena (50 ug/L) e o dicofol (1,5 mg/L), obtidos com os
diversos sistemas de analise

LC-MS
Analito GC/ECD GC-MS
APCI* APCI- ESI* ESI-
Quinoxifena 41 32 61 1,8 75 n.d.

Dicofol 1,1 3,5 2,8 n.d. n.d. n.d.

Nota: n.d. — valores né&o detetados
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A Tabela 9 mostra que o sistema com o qual se obtém melhor razao sinal/ruido
corresponde ao LC-MS. Constata-se pois, que para a quinoxifena em modo
positivo APCI ou ESI obtém-se um s/n = 61 e 75, respetivamente, enquanto que
para o dicofol em APCI modo positivo o valor corresponde a s/n = 2,8 (resultado
bastante proximo do obtido com GC-MS, cujo o valor é de s/n = 3,5). E ainda
possivel corroborar os resultados obtidos anteriormente e com as solugbes-mae
para o sistema LC-MS, pois verifica-se que o maior valor de sinal/ruido obtém-

se, igualmente, quando se opera com ionizagdo APCl em modo positivo.

Com base no estudo efetuado parece sobressair que o sistema mais adequado
para quantificar niveis vestigiais dos dois compostos corresponde ao LC-MS,

operando com uma fonte de ionizagdo APCI e em modo positivo.

5.3 Gama de trabalho, linearidade e sensibilidade

Para cada composto, a gama de trabalho escolhida teve em conta os valores
legislados, em termos de NQA, segundo o Decreto-Lei n.° 218/2015, de 7 de

outubro.

Analisando os valores de NQA descritos no referido diploma, pode verificar-se
que as concentragdes de quinoxifena e dicofol, situam-se na ordem dos ng/L,

cujos os valores mais baixos correspondem a 15 e 0,032 ng/L, respetivamente.

Para alcancar estes teores de analito nas matrizes aquosas, € necessario
concentrar as amostras num fator de 1:1000, e consequentemente, torna-se
possivel a sua quantificagdo na ordem dos ng/L. Todavia, importa salientar que
o valor minimo de NQA referido no Decreto-Lei para o dicofol € extremamente
baixo, o que impde elevada pressao sobre as técnicas preparativas, bem como

0s métodos instrumentais necessarios para o alcangar.

Na Tabela 10 apresenta-se a gama de trabalho definida para cada analito e as
respetivas curvas de calibragao linearmente ajustadas, atendendo as condigbes

de cada sistema de analise.
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Tabela 10. Gama de trabalho e linearidade obtidas para cada composto, consoante o sistema
cromatografico considerado

Sistema Gama de
. Analito trabalho Curva de calibragio R?
cromatografico (ng/L)

Quinoxifena 50-1999 y =9,5092 x — 1596,7 0,9902

GC-Ms
Dicofol 50-1501 y =0,0819 x + 47,481 0,9901
Quinoxifena 10-1999 y = 8708,5 x — 36851 0,9979
LC-MS
Dicofol 100-1999 y = 18,004 x — 175,88 0,9981
Quinoxifena ~ 50-1999 y = 1285,8 x — 110258 0,9886
GC/ECD

Dicofol 50-1501 y = 347,42 x + 2569,6 0,9992

A Tabela 10 mostra que para os dois compostos, a gama de trabalho nao é
idéntica uma vez que a sensibilidade do sistema LC-MS para a quinoxifena é
superior a do dicofol. Estes resultados sdo apresentados e discutidos mais

adiante, logo apds a representacéao grafica das curvas de calibragao.

Nas Figuras 23 a 25, apresentam-se graficamente as curvas de calibragéo para

cada composto, que correspondem as que estao discriminadas na Tabela 10.

Dicofol Quinoxifena

x 103 x 106
40,0 20,0
30,0 15,0
g o
= <
<< 200 10,0
10,0 5,0
0,0 0,0
0 500 1000 1500 2000 2500

Concentragao (pg/L)

Figura 23. Curvas de calibragao obtidas no sistema LC-MS para cada
analito
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Figura 24. Curvas de calibragao obtidas no sistema GC-MS para cada
analito
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Figura 25. Curvas de calibragao obtidas no sistema GC/ECD para cada
analito

Analisando as Figuras 23 a 25, constata-se um bom ajuste linear, verificando-se
um fator de correlagao superior a 0,99 para todas as curvas de calibragao, que
cobrem a gama de trabalho anteriormente referida, sugerindo uma boa

correlagéo entre os dados (concentragéo vs area).

Os declives das curvas de calibracéo linearmente ajustadas correspondem a
sensibilidade do método instrumental, tal como ja foi referido no Capitulo 3. De
qualquer forma, esclarece-se que a sensibilidade nao é mais que o quociente
entre a variacdo da resposta (area ou altura dos picos) e a variagdo da

concentragdo de analito. Assim, na Tabela 11, apresentam-se os valores de

47



sensibilidade correspondentes a quinoxifena e ao dicofol, em conformidade com

os trés sistemas cromatograficos testados.

Tabela 11. Valor de sensibilidade associada a cada equipamento

Analit GC/ECD GC-MS LC-MS
alito (Hz.s/pgL?) (Counts.s/pugL')  (Counts.s/(ugL -1))
Quinoxifena 1286 10 8708
Dicofol 347 0,08 18

Os resultados da Tabela 11 mostram, que o sistema mais sensivel € o LC-MS
(sensibilidade de 8708 e 18, para a quinoxifena e o dicofol, respetivamente).
Contudo, é também visivel que o sistema GC/ECD produz igualmente bons
resultados em termos de sensibilidade para ambos os compostos, sendo que
para o dicofol até supera o sistema LC-MS. Deste modo, nas secg¢des seguintes,
serdao apenas comparados estes dois sistemas (LC-MS e GC/ECD), dado que
foram os que obtiveram melhor desempenho no parametro sensibilidade,
resguardando-se o sistema de GC-MS apenas para confirmagéo da identidade

dos analitos nos resultados obtidos por GC/ECD.

5.4 Limiares analiticos

Os limiares analiticos representam os valores para os quais € possivel distinguir
o sinal do analito do sinal do branco com um determinado nivel de confianga
estatistico e a concentragao minima para a qual é possivel quantificar o teor de

analito com um nivel aceitavel de precisédo e exatidao.

Neste sentido, para os sistemas instrumentais que ndo produzem resposta na
auséncia de analito, torna-se necessario para a obtencao do LD e do LQ, o uso
de um padrdao com um teor de analito bastante reduzido, mas que ainda assim
provoque uma resposta no detetor (menor adicdo de concentragéo aceitavel de
analito). A analise de réplicas nestas condigdes (um minimo de 10
independentes), quando multiplicada por um fator de confianga estatistica
(vulgarmente, 95 % ou mais), permite determinar o valor de LD (fator de 3) e o

de LQ (fator de 10). Para uma melhor clarificacdo deste assunto pode ser
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consultada a seccao 3 do Capitulo 3, correspondente a validagcdo de métodos

analiticos.

Na Tabela 12 sdo apresentados os valores tedricos correspondentes aos

limiares analiticos de cada composto, obtidos para cada método cromatografico.

Tabela 12. Limiares analiticos tedricos obtidos para os dois analitos, consoante o sistema de analise

considerado
Sistema de Quinoxifena Dicofol
andlise | p ng1) LQ(ngll) LD (ngll) LQ (nglL)
GC/ECD 3 9 9 29
LC-MS 2 7 25 83

Apds a obtencado dos valores tedricos dos limiares, os mesmos devem ser
verificados experimentalmente através da analise de uma solugdo com um teor
de analito semelhante aos resultados apresentados na Tabela 12. Todavia, foi
selecionado como o limite de quantificacdo de cada um dos métodos
desenvolvidos o valor correspondente ao primeiro padrao da gama de trabalho.
Assim, para a quinoxifena o LQ corresponde a 10 e 50 ng/L, para os sistemas
LC-MS e GC/ECD, respetivamente, enquanto que para o dicofol, o LQ
corresponde a 100 e 50 ng/L para os sistemas LC-MS e GC/ECD,

respetivamente.

Os resultados mostram que os limiares analiticos da quinoxifena quando se
utiliza o sistema LC-MS cumprem a NQA estipulada no Decreto-Lein.® 218/2015,
de 7 de outubro (valor minimo de 15 ng/L). No que respeita ao dicofol, verifica-
se uma situacao diferente, pois os limiares obtidos por qualquer dos sistemas
superam as normas de qualidade ambiental definidas no referido diploma (valor
minimo de 0,032 ng/L). Tal facto que ja tinha sido sugerido anteriormente quando
se alertou para a dificuldade em alcancar teores de concentragdo dessa
magnitude. Todavia, € possivel quantificar o dicofol em valores da ordem de

grandeza dos ng/L com dois sistemas diferentes.
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5.5 Precisao

Este parametro € muito importante pois permite avaliar a dispersdo dos valores
instrumentais obtidos dentro do intervalo da gama de trabalho. Uma maneira
eficaz de o fazer, corresponde a determinagao do desvio-padrao associado aos
diferentes niveis de concentragédo, (utilizando réplicas, um minimo de 5
independentes). Posteriormente, calcula-se o respetivo desvio-padrao relativo
associado a cada um dos niveis de concentragdo utilizados (vulgarmente
denominado por CV — Coeficiente de Variagdo). Na Tabela 13 estédo
discriminados os resultados obtidos para a preciséo instrumental ao longo do
intervalo da gama de trabalho.

Tabela 13. Coeficientes de variagdo da quinoxifena e do dicofol, ao longo da gama de trabalho, nos
sistemas LC-MS e GC/ECD

% CV
Concentragio Quinoxifena Dicofol

(ng/L) LC-MS GC/ECD LC-MS GC/ECD

10 3 - - -

50 2 4 - 4

100 1 3 8 3

300 1 3 . X

750 1 2 3 5

1501 1 1 3 5

1999 2 3 4 -

Os dados da Tabela 13 mostram coeficientes de variagcao baixos, inferiores a 10
%, para a totalidade dos casos. Estes dados evidenciam variabilidades
experimentais baixas e concordantes com metodologias de analise finas e

rigorosas.

50



5.6 Exatidao

A exatidao corresponde ao grau de concordancia entre um valor medido e o valor
tido como verdadeiro. Existem diversas formas de avaliar este parametro, no

entanto os mais recomendaveis implicam o recurso a:
- Participagao em exercicios de comparacao interlaboratorial,
- Ensaios com materiais de referéncia certificados (MRC);
- Ensaios de recuperacdo com amostras fortificadas.

Em virtude de nao ter sido possivel obter exercicios interlaboratoriais e MRC
para os compostos testados no ambito deste trabalho, optou-se pelo uso do

ultimo meio referido para o estudo da exatidao.

5.6.1 Extracéo liquido-liquido

Para a validacdo da exatidao recorrendo a esta técnica extrativa foram
estudados individualmente trés aspetos importantes, que condicionam ou podem

condicionar o desempenho do método, nomeadamente:
- Efeito do tipo de solvente;
- Efeito do numero de extragdes necessarias;
- Efeito pH da amostra.

5.6.1.1 Efeito do solvente

A influéncia do solvente utilizado na recuperagao dos analitos, € um aspeto
crucial para a obtencdo de boas taxas de recuperacdo, dado que diferentes
solventes possuem diferentes propriedades, e estas podem fomentar ou reduzir
as recuperagoes dos analitos. Tal como ja se referiu no Capitulo 4, foram
testados trés solventes, sendo esta escolha baseada nas propriedades dos
solventes e dos analitos sob estudo. Para o efeito, optou-se por um solvente
pouco polar, outro medianamente polar e um ultimo também com moderada
polaridade, mas de natureza quimica semelhante aos analitos (isto €, com

atomos de cloro na sua constituicdo).
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Os solventes testados foram:
- Isooctano;
- Acetato de etilo;
- Diclorometano.

Relativamente ao acetato de etilo, verificou-se que os ensaios efetuados com
este solvente ndo permitiram separar a fase organica da fase aquosa. Este facto
deve-se sobretudo a elevada solubilidade do acetato de etilo em agua (77 g/L o
que corresponde a cerca de 43 mL de acetato de etilo por cada 500 mL de agua)
271, Tendo sido utilizados 30 mL de acetato de etilo em cada extragéo, os calculos
e a Figura 26 mostram, que nao foi possivel decantar este volume de solvente

da toma de 500 mL de agua utilizada.

i

— Acetato de Etilo

B —Diclorometano

- Isooctano

Figura 26. Separagéo de fases em cada extragdo, com cada solvente

Por este motivo este solvente foi excluido, uma vez que nao permitia avaliar a

recuperacgao dos analitos nos ensaios efetuados.

Relativamente aos restantes solventes, as recuperagdes obtidas utilizando trés
extragdes sucessivas e uma amostra aquosa fortificada, apresentam-se na

Figura 27. As condigbes dos referidos ensaios foram as seguintes: 3 extragbes
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sucessivas, cada uma com 30 mL de solvente, 10 minutos de extragdo, 10
minutos de repouso e usando 200 rpm no agitador mecanico; estes ensaios
foram ainda realizados em duplicado (com variabilidade abaixo dos 5 % entre

duplicados) e a pH neutro.

mEpH7 pH 2
120 1 114 120 1 P P
99

100 { 9 100 4 %
Q 79 9 78
S 80 - 69 S 804
o o
S 60 | 'S, 60 -
® o
E 40 4 (¢}) 40 A
o =3
3 201 O 20 -
2 Q
(14 0 o 0

Diclorometano Isooctano 4 Diclorometano Isooctano

Figura 27. Percentagem de recuperag¢édo de cada analito, por solvente

A Figura 27 mostra que se obtém uma maior percentagem de recuperagao para
a quinoxifena quando se utiliza o diclorometano como solvente extrativo. No caso
do dicofol, o solvente com que se obtém melhores resultados de recuperacao é
o isooctano. Verifica-se também, que nas condi¢gdes anteriores, os dois
solventes obtém sempre recuperagdes de analito superiores a 60 % e inferiores
a 100 %.

5.6.1.2 Efeito do numero de extragcbes

A influéncia do numero de extragdes sucessivas € um aspeto importante, na
medida em que pode ser suficiente apenas uma extragcao para obter boas
recuperacdes de analito, ou podem ser precisas mais para alcangar os mesmos
resultados. Na Figura 28 apresentam-se as recuperagdes de analito obtidas para
ambos os solventes, em duplicado (com diferengas entre duplicados de 1 a5 %)
e a pH neutro, consoante o numero de extracdes utilizadas. As condi¢cdes para
a realizacao destes ensaios foram: extragdes sucessivas cada uma com 30 mL
de solvente, 10 minutos de extragao, 10 minutos de repouso e usando 200 rpm

no agitador mecanico.
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Figura 28. Percentagens de recuperagao obtidas para cada analito,
em cada extragdo

A Figura 28 permite constatar que ambos os solventes recuperam a quase
totalidade dos analitos na primeira extragdo, sendo que os valores obtidos para
as restantes extragbes foram inferiores ao limite de quantificacdo do método.
Deste modo, e por forma a garantir a recuperagao total dos analitos das
amostras, considera-se que o numero adequado de extragdes consiste em duas

sucessivas e nas condi¢des mencionadas na apresentagao da Figura 28.

5.6.1.3 Efeito do pH da amostra

Outro parametro importante em qualquer técnica extrativa que utilize amostras
aquosas é o seu pH. Este parametro pode tornar-se fundamental, uma vez que
o pH é influenciado pela concentragéo de ides hidronio em solugdo, o que por
seu turno condiciona a quantidade de espécies carregadas existentes. Acresce,
que o numero de espécies carregadas influencia a forga idbnica da amostra, fator
que pode ter preponderancia na eficacia da extragao. Por estes motivos, tornou-
se importante avaliar a influéncia do parametro pH nas recuperagdes de analito,
tendo sido escolhidos dois niveis distintos para o fazer, o valor de pHiguala2 e
7.

A Figura 29 contém os resultados das recuperacgdes de analito, efetuadas com

os dois solventes, e utilizando amostras fortificadas com pH de valor 2 e 7. As

54



condigdes de realizagao destes ensaios, em duplicado (com variabilidades entre
os 3 e 0s 5%), foram as seguintes: 2 extra¢des sucessivas cada uma com 30 mL
de solvente, 10 minutos de extragao, 10 minutos de repouso e usando 200 rpm

no agitador mecanico.

Figura 29. Influéncia do pH na recuperagao: A — quinoxifena e B - dicofol

Analisando a Figura 29, pode observar-se que, para o analito quinoxifena, a sua
recuperacdo melhora acidificando a amostra e quando o solvente utilizado é o
diclorometano. Por outro lado, quando o solvente é o isooctano, a recuperacao
€ sensivelmente menor para valores de pH acido, relativamente a amostra

neutra.

No que respeita ao dicofol, a sua recuperagao € visivelmente mais elevada
quando se utiliza como solvente o isooctano, acidificando ou ndo a amostra. No
entanto, para pH neutro e para este mesmo solvente, verifica-se que a
recuperagao deste analito € ligeiramente superior, quando comparada com a
recuperacao obtida com pH acido. Relativamente ao diclorometano, a situacao
€ inversa, pois verifica-se que as melhores recuperagdes dos analitos ocorrem

quando a amostra esta acidificada.

Sistematizando entdo a informacao referente a técnica de extragao liquido-
liquido, verifica-se que o método mais adequado para extrair os dois analitos em
conjunto, consiste na utilizagdo do solvente isooctano, com duas extragdes
sucessivas e com a amostra a pH neutro. Ainda assim, salienta-se que em
termos praticos, o uso do diclorometano simplifica a parte experimental na etapa
de decantacgéo da fase orgéanica, dado que este solvente, sendo mais denso que
a agua (1,3 g/mL), permite separar mais facilmente as duas fases (Figura 26).
Todavia, e considerando a analise por GC/ECD, o uso do diclorometano requer
um passo adicional antes da analise do extrato neste sistema cromatografico
(mudancga de solvente). Ou seja, esta operacao € necessaria pois o detetor de
captura de eletrdes responde aos compostos com elevada afinidade eletronica

(nomeadamente, os compostos halogenados) e o diclorometano é um solvente
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que cumpre estas especificacdes, pelo que tem de ser removido previamente a

analise cromatografica.

5.6.2 Extragdo em fase solida

A outra técnica extrativa utilizada para validar o parametro exatidao foi a extragao
em fase soélida. Para tal, foram estudados individualmente trés aspetos
relevantes, de modo a determinar a influéncia de cada um deles nas

recuperagdes dos analitos. Os trés fatores estudados foram os seguintes:
- Efeito do tipo de enchimento do cartucho;
- Efeito do volume de solvente de eluicéo;
- Efeito do pH da amostra.

5.6.2.1 Efeito do tipo de enchimento do cartucho

O enchimento (ou adsorvente) dos cartuchos utilizados nas extragbes do tipo
SPE constitui um fator condicionante na recuperacao dos analitos, uma vez, que
o principio basico desta técnica se relaciona com a afinidade existente entre o
analito e o enchimento. Assim, durante a etapa de extracido da amostra fomenta-
se o contacto entre o analito e o enchimento, permitindo que estes interajam e
se agreguem (isto é, que o analito fique retido no enchimento do cartucho),
conseguindo-se assim durante a eluicdo recuperar o analito presente na amostra
inicial. Esta operacéao, para além de permitir extrair o analito da amostra, permite
também separar o mesmo de interferentes, que porventura possam condicionar
etapas posteriores da analise. Assim, com base nestes critérios foram testados

dois tipos de cartuchos diferentes, designadamente:
- Cartucho C18, cujo enchimento é constituido por octadecil;

- Cartucho OASIS HLB, cujo enchimento é constituido por um polimero do

tipo polidivinilbenzeno;

Estes dois tipos de enchimento diferem sobretudo na sua constituicdo, e
consequentemente, na sua polaridade. O primeiro, por ser pouco polar, tem

maior afinidade com compostos de natureza apolar, sendo por isso apropriado
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para utilizagdo em separagdes do tipo fase reversa. Por outro lado, o segundo
tipo de adsorvente, ultrapassa algumas das limitagbes do de C18, permitindo,
portanto, extrair compostos com natureza polar e apolar, dado o seu enchimento

consistir num polimero com propriedades mistas (hidrofilicas e lipofilicas).

Os resultados obtidos para a extragdo da quinoxifena e do dicofol por SPE,
utilizando os dois tipos de enchimento mencionados, sdo apresentados na
Figura 30. Os ensaios de extragdo foram realizados em duplicado (com
variabilidade maxima de 5 %), a pH neutro, a temperatura ambiente e os
cartuchos sujeitos a um condicionamento (com 5 mL de metanol seguidos de 5

mL de agua), sendo a eluigdo efetuada com 20 mL de metanol.

m OASIS HLB mC18

86 85

100 -

80 1

60 1

40 1

Recuperagao (%)

20 1

Quinoxifena Dicofol

Figura 30. Resultados de recuperagdo para a quinoxifena e o dicofol por

SPE, com diferentes tipos de cartuchos

Analisando a Figura 30 pode verificar-se que o cartucho que permite maior
recuperagdo dos analitos € o OASIS HLB. No caso da quinoxifena, a
recuperacgao obtida utilizando este tipo de cartucho é acentuadamente maior do
que a obtida quando se utiliza o de C18 (71 e 50 %, respetivamente). Ja
relativamente ao dicofol, as recuperagdes obtidas com ambos os cartuchos, séo
sensivelmente idénticas (86 e 85 %, respetivamente). Constata-se ainda, que os
dois tipos de enchimento extraem melhor o dicofol do que a quinoxifena, dado

que para o primeiro composto as recuperagdes obtidas sido relativamente
superiores.
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Resumindo, a melhor escolha para a extragao conjunta dos dois compostos deve
recair no uso dos cartuchos que asseguram uma maior recuperagao dos dois
analitos, isto &, o do tipo OASIS HLB.

5.6.2.2 Efeito do volume de solvente de eluicao

O volume de solvente de eluicdo numa extragdo do tipo SPE influencia a
recuperacao dos analitos, uma vez que, os analitos podem ficar moderada ou
intensamente retidos no adsorvente, dependendo da for¢ca de interagcao entre
ambos. Acresce, que a solubilidade dos analitos no solvente de eluicdo, pode
também condicionar o volume de solvente necessario para os eluir na totalidade.
Assim, numa primeira aproximacdo, foi avaliada bibliograficamente a
solubilidade da quinoxifena e do dicofol em solventes vulgarmente utilizados no
laboratério. Com base nesses dados, optou-se pela escolha do metanol como
solvente adequado para eluir ambos os compostos (solubilidade em metanol:
quinoxifena, 21,5 g/L e dicofol, 36 g/L).

Para avaliar o volume de solvente de eluicdo mais apropriado para a extragao
por SPE, testaram-se trés volumes distintos de metanol: 10, 20 e 30 mL, cujos
resultados obtidos apresentam-se na Figura 31. Os ensaios de extragdo foram
realizados em duplicado (com variagao de 1 %), a temperatura ambiente, a pH
neutro e os cartuchos foram sujeitos a um condicionamento (com 5 mL de
metanol seguidos de 5 mL de agua), sendo a eluigdo efetuada com diferentes
volumes de metanol.
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Figura 31. Efeito do volume de metanol utilizado na eluicdo dos analitos,
com cartuchos OASIS HLB

A Figura 31 mostra, que para o analito quinoxifena, obtém-se uma maior
recuperacdo quando se utiliza um volume de eluicdo de 20 mL de metanol,
transparecendo também que n&o existe vantagem em utilizar mais uma toma de
10 mL de solvente para eluir este composto. Relativamente ao dicofol, a
recuperacdo mantém-se semelhante usando 10 ou 20 mL de eluicdo, mas
aumenta sensivelmente quando o volume de eluicdo corresponde a 30 mL. Face
ao descrito, o volume de solvente mais adequado corresponde a 20 mL, dado
que este volume permite obter boas recuperacbes para ambos os analitos
(superiores a 70 %), sem, no entanto, pressionar em demasia a etapa de
concentragao de solvente. Neste sentido, e embora quando se utilizam os 30 mL
de solvente de eluigéo, seja possivel obter recuperagdes de analito melhores, tal
situacdo impde pressdo sobre a etapa de concentracdo do solvente,
aumentando em mais de metade o tempo necessario para a concluir

(relativamente ao ensaio efetuado com 20 mL).

5.6.2.3 Efeito do pH da amostra

Tal como na técnica de extragao liquido-liquido, foi necessario estudar a
importancia do pH da amostra na recuperagao dos analitos. Os niveis de pH
testados, utilizando esta técnica, foram igualmente os valores de 2 e 7. A
influéncia deste parametro na recuperagao dos analitos apresenta-se na Figura
32. Os referidos ensaios de extragao foram realizados em duplicado (com
variabilidade maxima de 5 %), a temperatura ambiente e os cartuchos utilizados
foram sujeitos a um condicionamento (com 5 mL de metanol seguidos de 5 mL

de agua), sendo a eluigao efetuada com 20 mL de metanol.
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Figura 32. Efeito do pH da amostra na recuperagdo dos analitos,
utilizando cartuchos OASIS HLB

Analisando a Figura 32, verifica-se que para a quinoxifena a acidificagédo da
amostra nao contribui significativamente para o aumento da sua recuperagao.
No caso do dicofol, valores de pH da amostra acidos apresentam uma melhoria
pouco significativa para a recuperagao deste analito, relativamente a amostra
neutra. Assim, ndo séo evidenciadas vantagens significativas na recuperagao

obtida com a acidificagdo da amostra para ambos os analitos.

Sintetizando entdo a informacéao relativa a técnica de extragao em fase solida,
verifica-se que o método mais apropriado para extrair os dois analitos em
conjunto, consiste em manter a amostra a pH neutro, utilizando cartuchos OASIS
HLB (condicionados com 5 mL de metanol e 5 mL de agua) e efetuando a eluigao
com 20 mL de metanol. Ainda assim, salienta-se que em termos praticos, 0 uso
desta técnica extrativa em relagcdo a técnica de extragdo liquido-liquido,

apresenta duas vantagens extremamente significativas, nomeadamente:
- Menor consumo de tempo;
- Menor consumo de solventes organicos.

Estes dois fatores sdo muito relevantes, pois qualquer redugdo em ambos,
conduz a ganhos de produtividade e dos custos associados ao trabalho
laboratorial. Acresce também, que um menor consumo de solventes propicia
ainda uma técnica ambientalmente mais “verde”, pois produz menor quantidade

de residuos.
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5.7 Incerteza

A incerteza de uma medicao € definida como um parametro néo negativo que
determina a dispersdo dos valores atribuidos a uma medida, com base nas
informagdes usadas, como ja foi referido atras. Para a determinagao da incerteza
de uma medigao existem diferentes tipos de abordagem. Todavia, a abordagem
passo-a-passo, que consiste na decomposicdo das varias componentes de
incerteza associadas as diferentes etapas de um método, € vulgarmente
utilizada para a determinagao da incerteza global associada a uma metodologia
analitica. Deste modo, operagdes unitarias, tais como as dilui¢des, as pesagens,
as concentracdes, a preparacdo dos padrées e a obtencdo da curva de
calibracao, tém, portanto, associadas uma componente individual de incerteza,
que tem de ser avaliada e posteriormente combinada, por forma a permitir
conhecer a incerteza global do método (usualmente denominada por incerteza

expandida).

Para os métodos desenvolvidos no ambito deste trabalho (LLE-GC/ECD e SPE-
LC-MS) considera-se que as componentes da incerteza mais relevantes
correspondem as que estdo associadas a precisdo e exatiddao, sendo que as
restantes podem ser consideradas menos significativas (valores inferiores a 5
%).

Na Tabela 14 estdo indicadas as componentes de incerteza da precisao e da
exatiddo associadas as duas metodologias desenvolvidas para a quinoxifena:
condigdes LLE-GC/ECD: 2 extragdes sucessivas com 30 mL de isooctano, 10
minutos de agitacdo em agitador mecanico a 200 rpm e 10 minutos em repouso;
condigbes SPE-LC-MS: cartuchos OASIS HLB (condicionamento com 5 mL

metanol e 5 mL de agua) e eluigdo com 20 mL de metanol.

Tabela 14. Componentes de incertezas associadas a quinoxifena (a pH = 7), para as duas metodologias
estudadas

Componente de Incerteza
Metodologia
Preciséo (%) Exatidao (%)

LLE-GC/ECD 4 19
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SPE-LC-MS 3 28

Na Tabela 15 estdo indicadas as componentes de incerteza da precisao e da
exatiddo associadas as duas metodologias, para o dicofol: condi¢des LLE-
GC/ECD: 2 extracbes sucessivas com 30 mL de isooctano, 10 minutos de
agitacdo em agitador mecanico a 200 rpm e 10 minutos em repouso; condi¢des
SPE-LC-MS: cartuchos OASIS HLB (condicionamento com 5 mL metanole 5 mL

de agua) e eluicdo com 20 mL de metanol.

Tabela 15. Componentes de incerteza associadas ao dicofol (a pH = 7), para as duas metodologias
testadas

Componente de Incerteza

Metodologia

Preciséo (%) Exatidao (%)
LLE-GC/ECD 5 5
SPE-LC-MS 8 14

Apds a quantificagdo das duas componentes de incerteza (preciséo e exatidao)
€ necessario agrega-las, por forma a obter a incerteza combinada, mediante o
uso da expressao 6 (ver secgao 3.3.6). Esta equacgao representa, ndo mais do
que, a raiz quadrada da soma dos quadrados das diferentes componentes de
incerteza identificadas, para uma determinada metodologia analitica. A incerteza
global (ou expandida) obtém-se simplesmente multiplicando o valor da incerteza
combinada por um fator de cobertura associado ao nivel de confianga estatistica
requerida pelo nosso método (vulgarmente, 95 % o que corresponde a um fator

de cobertura com valor de 2).

A Tabela 16 apresenta a incerteza expandida (U) para cada composto,

relativamente as duas metodologias estudadas.
Tabela 16. Incerteza expandida de cada metodologia, associada a cada composto

Incerteza expandida (%)
Metodologias Quinoxifena Dicofol

LLE-GC/ECD 39 14

62



SPE-LC-MS 56 34

Os resultados da Tabela 16 mostram que para a quinoxifena a variante de
andlise SPE-LC-MS obtém um valor de incerteza superior a variante LLE-
GC/ECD. Para o dicofol, a tendéncia € semelhante, obtendo-se de modo idéntico
uma incerteza maior para a metodologia SPE-LC-MS. Esta situagdo deriva
sobretudo das taxas de recuperacéo obtidas para ambos os compostos serem
inferiores, quando se utiliza a metodologia SPE-LC-MS. Todavia, com exceg¢ao
da quinoxifena para a variante SPE-LC-MS, os valores de incerteza obtidos sao
relativamente normais para um método com etapa de preparacdo de amostra,
estando, portanto, em consonancia com os valores referenciados na literatura

cientifica (incerteza expandida < 1/3 do resultado).
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6. Conclusoes

O presente trabalho teve como objetivo o desenvolvimento e a validagado de

métodos analiticos, de modo a quantificar pesticidas em matrizes aquosas.

Os pesticidas monitorizados foram a quinoxifena e o dicofol, considerados
substancias prioritarias e perigosas. Para a sua quantificagdo foram
consideradas duas metodologias diferentes, compostas por extracdo dos
analitos para uma fase organica e subsequente analise cromatografica do

extrato.

Para a validagao das metodologias, foi necessario avaliar aspetos fundamentais,
tais como, a razao sinal/ruido, a gama de trabalho utilizada, a linearidade, a

sensibilidade, os limiares analiticos, a precisao, a exatidao e a incerteza.

Com base nos resultados do estudo da razao sinal/ruido, foi possivel verificar
que o sistema de analise que acusa maior resposta a presenca dos analitos foi

o0 LC-MS, usando a fonte de ionizagdo APCIl em modo positivo.

Em termos de gama de trabalho, linearidade e sensibilidade dos sistemas
cromatograficos, péde verificar-se, que para ambos os analitos, a gama de
trabalho apresentou um bom ajuste linear. Dos trés
sistemas estudados, o LC-MS demonstrou ser o mais sensivel para a
quinoxifena, conseguindo deteta-la em niveis de concentragdo da ordem dos 10
ng/L. Todavia, para o dicofol, os resultados mostraram que os sistemas mais
sensiveis correspondiam ao GC/ECD e ao GC-MS, sendo que estes sistemas
conseguiram quantificar o referido composto ao nivel de 50 ng/L. No entanto, foi
possivel demonstrar que o sistema LC-MS ndo possui sensibilidade para
alcancar estes limiares de quantificagdo, uma vez, que o LQ obtido para o dicofol
correspondeu a 100 ng/L. Relativamente a seletividade, constatou-se que tanto
0 LC-MS como o GC-MS séo sistemas muito seletivos, permitindo portanto, aferir
com rigor a identidade dos analitos, situagao distinta do sistema GC/ECD, que
necessita de um passo adicional para a confirmagdo da identidade dos
compostos. Deste modo, o sistema GC-MS afigura-se como muito interessante

para ser usado na confirmag¢do da identidade dos compostos nos ensaios
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obtidos por GC/ECD, uma vez, que permite a utilizagdo do mesmo género de
solventes, de equivalentes colunas de separagao e tem uma sensibilidade

semelhante.

No que respeita ao cumprimento da NQA para ambos os compostos, os
resultados mostraram ser possivel alcangar os valores regulados para a
quinoxifena quando se recorre ao uso da técnica SPE-LC-MS (o LQ do método
€ de 10 ng/L e a NQA menor corresponde a 15 ng/L). Contrariamente, verificou-
se que néo foi possivel cumprir o valor regulado para o dicofol (0,032 ng/L) com
qualquer das metodologias desenvolvidas. Neste ambito, a metodologia que
obteve melhor desempenho corresponde a LLE-GC/ECD (com confirmagéo por
GC-MS), cujo limite de quantificagdo do método foi de 50 ng/L. Ainda assim, o
outro método desenvolvido, SPE-LC-MS, consegue quantificar teores de dicofol
préximos do anterior (100 ng/L), pelo que n&o sendo possivel o cumprimento dos
valores regulados com nenhuma das metodologias estudadas, esta ultima
afigura-se mais interessante pelo facto de permitir maior rapidez e menor

consumo de solventes orgéanicos.

A dispersao dos valores instrumentais obtidos no intervalo da gama de trabalho
foi calculada, para ambos os métodos, através da determinagcdo do CV
associado a cada nivel de concentragao, os quais demonstraram metodologias

bastante precisas, com valores de CV inferiores a 10%.

No que diz respeito a avaliacdo da exatidao, concluiu-se que a metodologia de
analise por SPE-LC-MS mais favoravel para a determinacdo dos analitos
quinoxifena e dicofol consiste em manter a amostra a pH neutro, proceder a
extragao utilizando cartuchos OASIS HLB e utilizando o metanol como solvente
de eluigdo. Em alternativa, pode optar-se pela metodologia LLE-GC/ECD (com
confirmagéao por GC-MS), também a pH neutro, constituida por extragéo liquido-
liguido e em que as condigdes mais favoraveis s&o o recurso a duas extragdes

consecutivas com jisooctano.

No estudo da incerteza, verificou-se que estas sdo concordantes com a literatura
cientifica, uma vez, que existe a etapa de preparacdo de amostra, facto que

introduz maior grau de incerteza no método devido ao maior numero de
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operagdes unitarias utilizadas. No entanto, verifica-se também, que para a
quinoxifena foram obtidas incertezas um pouco superiores com qualquer das
técnicas desenvolvidas (39 e 56 % para LLE-GC/ECD e SPE-LC-MS,
respetivamente), relativamente as obtidas para o dicofol (14 e 34 % para LLE-
GC/ECD e SPE-LC-MS, respetivamente).

Assim, este trabalho culminou no desenvolvimento e validacdo de duas
metodologias analiticas para a determinacdo da quinoxifena e do dicofol em
matrizes aquosas, designadamente através da agregagao de técnicas, tais
como, a LLE-GC/ECD e a SPE-LC-MS. Destas duas metodologias, e com base
no exposto anteriormente, verifica-se que aquela que aparenta ser a mais
adequada para a determinagao ambiental dos analitos, corresponde a SPE-LC-
MS. Diversos fatores contribuem para esta escolha, no entanto, os mais
relevantes correspondem ao menor consumo de tempo, a ser uma técnica
ambientalmente mais “verde” (menor consumo de solventes) e a possibilidade

de poder efetuar-se em simultdneo um maior numero de extragdes de amostras.
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7. Perspetivas Futuras

Embora as metodologias desenvolvidas tenham aplicabilidade e possibilitem a
determinacéao de teores vestigiais destes compostos, verifica-se que podem ser
ainda mais otimizadas. Neste sentido, sugere-se para abordagens futuras, o
estudo e validacdo de metodologias com base nestas técnicas de preparagao de
amostras que permitam cumprir os limites regulatérios, em termos de NQA, em
particular para o dicofol. Este € um aspeto significativo que pode ser melhorado,
através do recurso a novos estudos com sistemas analiticos diferentes dos
estudados, por exemplo, o UPLC-MS-MS, que possuindo superior sensibilidade

e seletividade, pode possibilitar a quantificagdo do dicofol na ordem de pg/L.

Uma outra abordagem, que pode ser utilizada futuramente, consiste na
incorporagao de mais pesticidas nas metodologias desenvolvidas. Neste
sentido, os fatores principais a considerar serdo sempre as caracteristicas de
PTB dos compostos discriminados na legislagédo. Por exemplo, pesticidas
recentemente introduzidos no referido diploma, cujo a monitorizagado ambiental
€ requerida, tais como, o diclorvos, a cibutrina, a aclonifena, o bifenox e a

cipermetrina podem ser boas bases iniciais do trabalho.

Finalmente, sugere-se também otimizar a utilizacdo dos recursos necessarios
para a determinacédo do dicofol e da quinoxifena, recorrendo as metodologias
desenvolvidas. Aspetos tais como a reducao do volume de solvente, as
operacodes unitarias utilizadas na preparacdo de amostra e analise, bem como a
possibilidade de injec&o direta em sistemas com sensibilidade adequada, podem
ter um efeito significativo no consumo dos recursos necessarios. Neste ambito,
um dos mais importantes ganhos recaira sempre sobre o tempo necessario para
a obtencdo dos resultados das amostras, sendo que qualquer melhoria
significativa neste campo, trara consigo ganhos de eficiéncia no consumo dos

recursos.
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Anexo | - Protocolo de estagio entre as instituigoes ISEL
e APA

1 = & &

iU seseene i
NLANAARA B4 LT boR

PROTOCOLO DE COOPERAGAD
ENTRE O INSTITUTO SUPERIOR DE ENGENHARIA DE LISBOA,
A AGENCIA PORTUGUESA DO AMBIENTE, ..
E A ESTUDANTE CATIA VANESSA GOMES LUCAS

Entre
o Instituto Superior de Engenharia de Lisboa, pessoa coletiva n® 800 016 234, com sede na Kua Conselheiro
Emidio Navarro, 1, 1959-007 Lisboa, neste ata representado pelo seu Presidente, Professor Doutor Jorge

Alverto Mendes de Sousd, adiante designado por ISEL, na qualidade de primeiro cutorgente,

a Agéncia Portuguesa do Ambiente, 1.P., pessoa coletiva n® 510 306 624, com sede na Rua da Murgueira,
n®9/92, 2610-124 Amadora, neste ato representada pelo Presidente do seu Conselho Diretivo, Dr. Nuno
Lacasta, adiante designado por APA, na qualidade de segundo outorgante,

¢

@ esludante Cétia Vanessa Gomes Lucas, portader do cartdo de cidaddo com ¢ ndmero 14106586, NIF
262171562, residente em Rud Agostinho da Silva, n.@ 64, 2865.545 Fernlio Ferro, Seixal, na qualidade de
terceiro outorgante,

é celebrado e mutuamente aceite o Protacolo que se rege pelas cldusulas seguintes:

CLAUSULA 12
Objeti
 E O presente protocolo tem como objetive # realizagdo de estigio da estudante do ISEL Catia Vanossa

Gomes Lucas, no dmbito do trabalho final do mestrado em Engenharia da Qualidade e Ambiente.

2 Durante a vigéncia do estagio a aluna Citia Vanessa Gomes Lucas mantém o seu estatuto de estudante

do ISEL.

3. Frn anexd s30 apresentados o resumo e o plano de trabalho, que constarmn da proposta de TFM,

CLAUSULA 22
Duragao, local e hordrio

by i Rea Corceineiro Emicio Navama 1
1359007 Lisbos-

Tek: (+351) 218 317 000

Fax: (+351) 218 317 182

Web: waw.izel gt
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AGENCIA
PORTUGUESA
DO AMBIENTE

1. O estdgio terd inicio no dia 14 de fevereiro de 2018  termina » 13 de julbo de 2018,

2. O estdgio serd realizado nas instalagles da APA

CLAUSULA 3¢
Orientagio do estdglo

Os responsdveis pela orientagdo do estigio devem estabelecar entre si 05 contactos necessdrios tendo em
vista 0 bom cumprimanto dos objetivos do estdgio. Sio nomeados em representacdo do ISEL a Professora
Doutora Maria Teresa Loureiro dos Santos @ em representacio da APA o Doutor Pedro Antunes, como

orientadores do presente estdgio.

CLAUSULA 42
Seguro escolar

A aluna é abrangida pelo seguro escolar, cujd apolice consta em anexo a0 presente protocolo ¢ cujo
pagamento ¢ da responsabilidade do ISEL,

CLAUSULA 52
QObrigagBes da estudante

A estudante fica obrigada 20 cumprimento de todas as normas estabelecidas pela APA, nomeadamente no
que concerne 30 sigilo profissional, & regras de utilizagdo e manutengdo de recursos materials colocados &
sua disposicio e as disposigdes relalivas 3 seguranga e saude no trabelho,

CLAUSULA 62
Vigéncia

0 presente protocolo & valido durante o periode de realizacio do estégio.

reg 2 Rua Conseivere Emidic Navarm 1
1950-007 L

Lisboa- Porugal
Tel: (+351) 218 317 000
Fax: («351) 218 7 w2

Web: www isel pt
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CLAUSULA 72
Disposicbes finais

1 As dividas ¢ omissies, bem como eventuais atualizagBes deste protocelo, serdo resolvidas pelos
outorgantes.

2. Feito em tris exemplares ficando um exemplar em poder do ISEL, outro em poder da APA @ oulro da
estudante.

CLAUSULA 82
Aceitagdo

As partes envolvidas declaram aceitar o presente protocolo, com todas as cléusulas que ficam exaradas, e vao

assinar.

Lisboa, 12 de Fevereiro de 2018

Pelo ISCL Pela APA
Professor Doutor Jorga Albarto Mendes de Sousa Dr. Nuno Lacasta
Presidente do ISEL Presidente do Conselho Diretivo da APA, ILP.
Cc‘:“o wWlos
Cétia Vanessa Gomes Lucas
AEstudante

£
s

A Cordeiners Rmits Navare 1
1856-007 Lisbos- Pamugal

Tek: (+351) 218 317 (00

Pax: (*351) 248 317 162
Wab: wars ol pt
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Anexo Il — Péster apresentado no Férum de Engenharia

Quimica e Biologica de 2018

MONITORIZAGAO DE COMPOSTOS ORGANICOS EM MATRIZES AMBIENTAIS

INSTITUTO SUPERIOR DE

C. Lucas 1%, P. Antunes 2, M. T. Santos ! } AGENCIA
\ PORTUGUESA

@ 1 Instituto Superior de Engenharia de Lisboa (Area Departamental de Engenharia Quimica) DO AMBIENTE
R. Conselheiro Emidio Navarro 1, 1959-007 Lisboa, Portugal
S 2 Agéncia Portuguesa do Ambiente (Laboratdrio de Referéncia do Ambiente)
% Rua da Murgueira, 9/9A, Zambujal, 2610-124 Amadora, Portugal

ISEL FORUM DE ENGENHARIA GUIMICA € BIOLOGICA

* a37715@alunos.isel.pt

Resumo
Desenvolvimento e validagdo de metodologias de andlise para a quantificagdo de compostos organicos em matrizes ambientais.

Introdugdo 3
A poluigdo ambiental dos recursos hidricos é um problema cada vez mais preocupante, que além de constituir uma ameaga para /©/

0s organismos vivos, representa também, um risco significativo para a satide humana. o o

Algumas normas de regulagdo existentes possibilitam limitar a presenga de substancias quimicas no ambiente. O Decreto-Lei n.2

218/2015, de 7 de outubro, estabelece as normas de qualidade ambiental, bem como o teor maximo de certos poluentes nas 7 |

massas de agua. O diploma, discrimina ainda (com base no critério PTB — Persisténcia, Toxicidade e Bioacumulagdo), a natureza Sn

dos poluentes definindo-os como prioritarios (reduzir a sua presenga no ambiente) ou perigosos (eliminar a sua presenga no B b Qe

ambiente). & N de Qualidade Ambiental
Y . . . . . A . . P . . .. ~ rm: i mbient:
Um dos pesticidas que integra o diploma é a Quinoxifena (substancia prioritaria e perigosa utilizada como fungicida de agdo ermace 1;“,,8,15, e

preventiva na cultura da videira). (22!

Materiais e Métodos AN

N < . ~ a . 3 . . \
Foram testadas e validadas duas técnicas de extragdo e trés sistemas de analise para a Quinoxifena \

GC/ECD Agilent 6890 LC-MS Agilent 1100 series GC-MS  Perkin  Elmer

Extragdo liquido-liquido Extragdo em fase s¢lida / > !
(LLE - Liquid-liquid Extraction)  (SPE - Solid Phase Extraction) series (coluna Agilent  (coluna Agilent PAH Eclipse ~ Clarus 500 (coluna Agilent
CPSIL 19CB, 60m x  5um x 4,6mm x 250mm) VF-5ms, 30m x 0,25mm x

250mm x 0,25um) 0,25 um)

Resultados e Discussdo Para a técnica de extragdo em fase sélida, foram testados dois
Para a técnica de extragdo liquido-liquido, foram testados trés solventes e cartuchos diferentes e a influéncia do volume de eluigdo na
avaliada a influéncia do pH nas recuperagdes. recuperagdo.
F: pH=7 e 30 mL 100 Fase aquosa a pH=7 e eluicio com Metanol
100 12 extragio 22 extragéo 32 extragéo % de Recuperacio % de Recuperagéo OASISHLE (n=2)
R ~p < (eluigdo a pH=7 e n=2)
_ (2 3 extragbes e n=2)
. - 10mL 20mL
Ndo foi possivel pH | Isooctano | Diclorometano Cartucho
separar a fase Metanol Metanol H
inica/ 2 69 114 H
pos a solubiidade & = o OASIS HLB 50 72 :
- do Acetato de Etilo
o emaguaé7,7g/LB C18 50 50 .
0 " . V eluigdio 10 mL V eluigdo 20 mL V eluigdo 30 mL
Diclorometano Isooctano Acetato de Etilo
Foram testados trés sistemas de analise distintos =
Conclusdes

1. Os solventes Isooctano e Diclorometano conseguem
extrair eficazmente a Quinoxifena com apenas uma
extragdo (30 mL de solvente e 10 minutos de agitagdo);

2. O pH da amostra tem influéncia na recuperagdo de
Quinoxifena usando a técnica extrativa LLE;

3. O cartucho de extragdo OASIS HLB foi o que obteve
melhor recuperagdo de analito para as mesmas
condigdes, quando comparado com o de C18;

GC-MS 2 S/N 4. Na técnica extrativa por SPE, 20 mL de Metanol sdo
50w/l 32 suficientes para eluir a totalidade da Quinoxifena
e . | A . I extraida;
e 5. O sistema de andlise mais sensivel para a
- é’ identificagdo/quantificagdo da Quinoxifena é o LC-MS;
= LC-MS ‘s‘\ S/N 6. A metodologia a seguir seré‘extragﬁo por SPE (eluigdo
bt 50 pg/L / 61 com 20 mL de Metanol) e anélise por LC-MS.

[1] Decreto-Lei 218/2015, de 7 de outubro, do Ministério do Ambiente e Ordenamento do Territdrio e Energia,
Didrio da Republica: 12 série ~ N. 196 (2015), disponivel em www.dre.pt
. . ) 2] Quinoxifena Archives — 1QV Agro Portugal, 1Y, https://i materia-acti i
Agradecimentos: Agéncia Portuguesa do Ambiente [3] Yalkowsky, S.H., He, Y., Jain, P., Handbook of Aqueous Solubility Data, Second Edition, CRC Press, 2010
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Anexo lll — Lista de material utilizado

Apresenta-se de seguida uma lista do material utilizado no decorrer deste

trabalho.

Baldes volumétricos diversos (10, 25 e 50 mL);

Copos de precipitagao diversos (10, 100 e 250 mL);
e Vialsde 1,5 mL;

e Tampas de Vials;

e Capsulador;

e Suporte para Vials;

e Micro seringas

e Ampolas de decantagao diversas (500 e 1000 mL);
e Frascos de vidro;

e Cartuchos OASIS HLB 6cc, Waters Corporation;

e Cartuchos octadecil (C18), Waters Corporation;

e Tubos de ensaio graduados
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