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QuEChERS do inglés Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe.
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Resumo

Neste trabalho estudou-se e desenvolveu-se um método analitico para detecdo e
quantificacdo de #-metilcarbamatos em amostras de origem animal, baseado na ex-
tracao dos analitos pelo método QuEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rug-
ged and Safe) seguida de analise por cromatografia liquida de alta pressao com detetor
de fluorescéncia (HPLC-FLD) com derivatizagao automatica pos-coluna (pickering).
Na primeira fase do trabalho, testou-se a eficiéncia do método extrativo, para os 7-
metilcarbamatos alvo. No desenvolvimento do método observou-se a necessidade
de concentrar o extrato, o que foi conseguido por rotoevaporac¢io, e reconstituido
com a fase mével inicial, agua: acetonitrilo (H2O:ACN, 90:10).

As melhores condi¢oes experimentais para a extracio dos z-metilcarbamatos por
QuEChERS foram obtidas usando 15 g de amostra e 10 mL de solvente extrator
(ACN, acidificado com 1% de acido acético (CH;COOH)), 1 g de cloreto de sédio
(NaCl), 4 g sulfato de magnésio (MgSOy), 1 g de citrato de sodio tribasico dihidratado
(CsHsNa3O7:2H20) e 0,5 g de citrato de soédio dibasico sesquihidratado
(CsHsNa20O7-1.5H20) como sais para potenciarem o efeito de “salting-on?’ no pro-
cesso de partigdo.

A separacdo dos n-metilcarbamatos foi efetuada usando uma coluna capilar, para
analise de carbamatos (C8 250 mm X 4.0 mm, 5 pm particle size), Pickering Laboratories,
e a detecdo foi feita com recurso ao detetor de fluorescéncia (FLD) ap6ds hidrolise e
derivatizacio dos n-metilcarbamatos, no reator do sistema de derivatizacdo automa-
tico (Pickering PCX), através do hidroxido de sédio (NaOH) a 100 °C seguida de
reacdo com ortoftaldeido (OPA) e 2-mercaptoetanol (CoHOS).

Os resultados obtidos mostraram uma boa linearidade na gama da concentragao es-
tudada (0,03 — 0,30 mg kg!') com coeficientes de correlagio superiores a 0,9994 ¢
uma percentagem de recuperagio entre 74% (aldicarbe sulféxido) e 115% (metomil)
para todos os n-metilcarbamatos nos trés niveis de concentracio (0,06; 0,18; 0,30 mg
kg1). A repetibilidade e a precisao intermédia dos ensaios foi satisfatoria com valores

de % CV, inferiores a 1 % para ambos os parametros.

VI
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Os limites de detecio (0,0017 — 0,0084 mg kg~!) e os limites de quantificacio (0,0055
— 0,028 mg kg~1) evidenciam a boa sensibilidade do método, para a analise de resi-

duos de #-metilcarbamatos em amostras de origem animal.

VIl

Mestrado em Quimica Forense



Desenvolvimento de uma metodologia analitica para determinagio de residuos de 7-metilcarbamatos em amostras
de origem animal utilizando QuEChERS

Abstract

In this work we studied and developed an analytical method for detection and quan-
tification n-methylcarbamates in animal samples, based on the extraction of analytes
by QuEChERS method (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe) and anal-
ysis by high pressure liquid chromatography using a fluorescence detector (HPLC-
FLD) with post column, automatic derivatization (Pickering).

In the first phase of this work, we tested the efficiency of the extraction method, for
the target #-methylcarbamates. In the development of this method was observed that
it is necessary to concentrate the extract, which was obtained by rotoevaporation,
and reconstituted with the initial mobile phase water: acetonitrile (H>O: ACN 90:10).
Optimum conditions for the extraction of #-methylcarbamates QuEChERS were ob-
tained by using 15 g of sample and 10 mL of extractor solvent (ACN, acidified with
1% of acetic acid (CH;COOH)), 1 g of sodium chloride (NaCl), 4 g magnesium sul-
fate (MgSOy), 1 g of sodium citrate tribasic dihydrate (CsHsNa3;O7 * 2H>O) and 0.5
g of sodium citrate dibasic sesquihydrate (CsHsNaxO7 ¢ 1.5H20) and salts potentiate
the effect of "salting-out"in the partitioning process.

Separation of #-methylcarbamates was performed using a capillary column for anal-
ysis of carbamates (C8 250 mm X 4.0 mm, 5 mM particle size), Pickering Laborato-
ries, and detection was performed with use of a fluorescence detector (FLD) after
hydrolysis and derivatization of #-methylcarbamates in the reactor automatic derivat-
ization (Pickering PCX) system by sodium hydroxide (NaOH) at 100 ° C followed by
reaction with OPA and 2-mercaptoethanol (C2HgOS).

The results showed good linearity in the concentration range studied (0,03 to 0,30
mg kg!) with coefficients of correlation above 0,9994 and a recovery between 74%
(aldicarb sulfoxide) and 115% (methomyl) for all the three #-methylcarbamates levels
concentration (0,06; 0,18; 0,30 mg kg!). The repeatability and precision of the tests

was satisfactory with values of % CV, below 1%.

VIl
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The detection limits (0,0017 to 0,0084 mg kg!) and quantification limits (0,0055 to
0,028 mg kg!) show the good sensitivity of the methods for the analysis of waste n-

methylcarbamates in samples of animal origin.
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Objetivo

O objetivo deste trabalho é o de desenvolver uma metodologia analitica para a de-
terminagdo de residuos de pesticidas #-metilcarbamatos em amostras de origem ani-
mal, nomeadamente em musculo de suino, com base no procedimento extrativo
QuEChERS e com dete¢iao por HPLC-FLD.

Foi utilizado como método de partida para o desenvolvimento deste trabalho, o mé-
todo interno de anilise de res{duos n-metilcarbamatos em amostras vegetais,
IT.MP.DSLA.01.26, da divisio de analise de residuos, do laboratério regional de
veterindria e seguranca alimentar da Regidao Auténoma da Madeira (LRVSA), ja vali-
dado e utilizado em rotina.

Inicialmente o método QuEChERS, foi implementado para a determinacdo de resi-
duos de pesticidas em amostras de origem vegetal, sendo que s2o poucos os trabalhos
divulgados no desenvolvimento deste método para a determinacdo de residuos de
pesticidas em amostras de origem animal.

Pretende-se que este método seja posteriormente implementado em rotina, na analise
de #- metilcarbamatos em amostras de origem animal, que traga vantagens no que diz
respeito ao aumento da capacidade analitica do laboratério, ao tempo de analise,
custo e simplicidade de execugdo, comparacio de eventuais resultados obtidos, ¢ a
eventual utilizagdo em procedimentos analiticos com objetivos forenses, como sendo

o despiste de intoxica¢des por pesticidas em animais domésticos e selvagens.

Xl
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1 . Introdugﬁo.

1.1 Perspetiva Historica.

Os pesticidas podem ser definidos como qualquer substancia ou mistura de substan-
cias quimicas, sintéticas ou naturais, usadas com intuito de prevenir, destruir, repelir
ou mitigar qualquer praga [1]. Podem ser agrupados em varias categorias tendo por
base o seu modo de ac¢io (os rodenticidas, acaricidas, inseticidas, herbicidas, etc.) ou
4 sua natureza quimica (organofosforados, organoclorados, carbamatos, bipiridilos,

etc.) (Tabela 1.1) [1] [2].

Tabela 1.1 Algumas categorias de pesticidas [2].

Classe Grupo Quimico Designagdo Comercial
Algicida Organoestanicos Brestar®

Fungicida Dicarboximida Captana®

Herbicida Triazinas Atrazina®

Nematocida Alcanos halogenados EDB®
Inseticida Carbamatos Carbaril®

Acaricidas Formamidina Clordimeforn’®

Estes produtos, ocupam atualmente uma posicdo importante na classe de produtos
quimicos mais usados pelo homem, como aliados no combate as mais variadas pra-
gas, auxiliando o homem em areas tdo importantes como a seguranca alimentar, am-
biental e saude publica. Por ineréncia ao seu grande consumo e utiliza¢do as conse-
quéncias do uso destes produtos constituem um grande problema atual, devido a

questdes ambientais e de satde publica causados pela sua utilizagio em grande escala.
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De facto, embora com objetivo de a¢do muito concreto e distinto, a maioria dos
pesticidas nio sdo seletivos, aumentando assim consideravelmente o seu raio de ago,
permitindo uma maior eficicia no seu objetivo final [3]. Contudo, e devido a esta
forma de a¢iio, os pesticidas poderio, na sua maioria, causar efeitos toxicos adversos
as espécies “ndo alvo”, como sejam, plantas, animais e até o préprio homem.
Embora a sua toxicidade seja uma certeza no que concerne aos mamiferos, a sua
utilizacdo ¢ tida muitas vezes como necessatia para fazer face a muitas necessidades
do homem, incluindo o combate a pragas que colocam em risco a subsisténcia das
culturas, a seguranca alimentar e veterindria, a saude publica, e destruindo vetores
minimizando dessa forma a transmissio e progressio de varias doencas. Prova disso,
sao os registos das primeiras utilizacées de produtos auxiliares do homem na
agricultura como repelentes de pragas. Em 1500 A.C, Ebers Papyrus, registou varias
formas de repelir insetos, em 1000 A.C, Homero, utilizava pé de enxofre como repe-
lente, em 40-90 D.C, um farmacologista grego-romano Pedinio Dioscdrides, regista pela
primeira vez, os efeitos toxicos do arsénio e enxofre, utilizados ja como “pesticidas”
2] [4].

A partir de entdo outros registos houveram sobre varios minerais utilizados como
pesticidas, como sendo, o cobre com propriedades fungicidas, através da mistura co-
nhecida como calda bordalesa “bordeus: mixcture” (cal apagada e sulfato de cobre), uti-
lizado pela primeira vez em Franca em 1854, o hidrocianeto, utilizado pelos egipcios
e romanos como fumigante em 1877, como auxiliar no combate a pragas de térmitas
que assolavam os museus, destruindo a madeira dos mesmos. Os pesticidas desta
forma, iriam tomando o seu lugar na utilidade didria do homem, sendo que até ao a
década de 30 eram sobretudo feitos com base em produtos naturais ou inorganicos
a base de plantas ou pé de minerais encontrados na natureza [2] [4].

Entre 1935 e 1950, desenvolveram-se a maior classe de pesticidas, nomeadamente os
inseticidas, tdo necessarios para o combate a pragas que assolavam as culturas e co-
locavam em risco a subsisténcia das popula¢oes. Em 1939 Pau/ Miiller, descobriu os
efeitos inseticidas, no que haveria de ser o pesticida (inseticida) mais popular até aos

dias atuais, o diclorodifeniltricloroetano (DDT), um organoclorado, foi comerciali-
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zado pela primeira vez em 1942, e teve logo um efeito positivo no controlo da epi-
demia do tifo e malaria, mitigando os seus vetores. Juntamente com o DDT, outros
pesticidas organoclorados foram descobertos na década de 40 como o lindano, o
lordano, o heptacloro, a aldrina e a dieldrina [4].

No seguimento do sucesso obtido pelos organoclorados, houve necessidade de oti-
mizar a eficacia dos inseticidas cujos efeitos toxicos adjacentes nio fossem tio cola-
terais como verificados com o DDT. Assim ja nos finais dos anos 30, Gehard Schrader,
quimico alemao e considerado o pai dos organofosforados, sintetizou pela primeira
vez o primeiro organofosforado o tetraetilpirofosfato (TEPP), comercializado pela
primeira vez em 1944, mas sem muito sucesso, visto que a sua estabilidade em meio
aquoso ditou o fim da sua utilizacio. Contudo, e quase em simultineo, Schrader sin-
tetizou alguns dos mais importantes organofosforados, como por exemplo o para-
tido, utilizado como um potente inseticida e acaricida, e praticamente inécuo para o
meio ambiente, alids uma das vantagens em relagdo aos organoclorados ¢ a sua pouca
bioacumulagio e facilidade de biodegradagio [4].

Embora os organofosforados sejam efetivamente mais biodegradaveis e pouco bio-
acumulaveis no que concerne ao meio ambiente, sio de extrema toxicidade para os
organismos no alvo, principalmente para os mamiferos onde se inclui 0 homem. Foi
devido a sua extrema toxicidade para os mamiferos, que foram desenvolvidos orga-
nofosforados como o sarin, soman e tabun como “armas” de destruigio massiva [4]
[5]-

Devido a toxicidade dos organoclorados e organofosforados, houve necessidade de
formular novos pesticidas, cujos efeitos sobre o ambiente ¢ 0 homem nio fossem
tdo colaterais, e simultaneamente apresentassem uma clevada eficacia para com os
organismos alvo. Assim, nos anos 50 comegaram-se a sintetizar os carbamatos e os

piretréides, ambos com menos impacto ambiental [2].
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1.2 Problematica social e ambiental.

A utiliza¢ao dos pesticidas ¢ vasta e a semelhanca de outros produtos quimicos, ha
que considerar o balan¢o paradoxal entre os beneficios e riscos inerentes ao uso de
pesticidas, para a saude humana, degradacio e qualidade ambiental.

Como exemplo dos beneficios dos pesticidas, existem os que controlam e mitigam a
malioria dos vetores transmissores de doencas como a malaria, tifo, dengue, filaria,
febre-amarela, encefalite viral, e muitas outras, sendo por isso indispensaveis no
nosso quotidiano. No que respeita ao grande contributo dos pesticidas com benefi-
cios para a populacio temos, como exemplo, a grande fome de 1845-1849 na Irlanda,
em que a populagao irlandesa diminuiu em cerca de 25%, devido a morte de cerca de
um milhio de irlandeses, bem como a emigracdo forcada de mais de um milhdo,
devido ao omiceto - phytophthora infestans, ou mildio da batateira (Fig. 1.1), um fungo
que contaminou em larga escala a cultura da batata em toda a europa, dizimando

praticamente toda a plantacdo deste tubérculo na Irlanda [1] [2].

Fig. 1.1 Phytophthora infestans ou mildio da batateira.

Atendendo a que um tergo da populag¢ao itlandesa dependia tnica e exclusivamente
da cultura da batata como meio de sobrevivéncia, a fome devastou grande parte da
populagdo. Certamente que a existéncia de um fungicida eficaz, tal como acontece
atualmente, no controlo deste fungo, poderia ter evitado um nimero tio elevado de

mofrtes.
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Os herbicidas, sdo de extrema importancia em casos de desflorestacio e revitalizagio
de campos agricolas para evitar o aparecimento de pragas e infestantes arboreas que
possam “roubar” nutrientes as culturas principais. Outro dos exemplos mais signifi-
cativo da importancia e do efeito paradoxal entre beneficio e risco atual dos pestici-
das, foi 0 uso do DDT como controlador do vetor causador do tifo e da malaria.
Certamente que os beneficios dos pesticidas nio sio de modo algum pretexto para o
seu uso indiscriminado. Com o aparecimento de problemas de satide relacionados
com o uso de pesticidas, comegaram a ser estudados os impactos que os mesmos
teriam a longo prazo no ambiente e nos organismos vivos [2] [5].

O aumento da frequéncia das intoxicagdes em animais e até no préprio homem, re-
lacionadas com a exposi¢do aos pesticidas tornaram-se mais comuns, principalmente
nos paises onde a agricultura em larga escala é mais acentuada e massificada. Como
exemplo descrevemos na Fig. 1.2, a frequéncia do uso de pesticidas (em toneladas)

no Brasil e India [8] [9] [11].

70000
60000
50000
40000
30000
20000

10000

2001 2003 2005 2007
E BRASIL 4674 5384 6072 6249 6260 5204
=INDIA 60000 62000 56000 52000 49000 46000

Fig. 1.2 Frequéncia do uso de pesticidas (ton.) no Brasil e India [11].
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O uso massificado de pesticidas levanta outra problematica, a contaminagao de aguas
subterraneas. A lixiviacdo! € o principal mecanismo de “transporte” dos residuos dos
pesticidas e seus metabolitos até aos lengdis fredticos e cursos de agua, grande parte
dessa “poluicio” é devida a pulverizagio de campos agricolas, etc. Esta problematica,
leva a contaminac¢io da biosfera circundante, e consequentemente toda a cadeia ali-
mentar que dela depende, terminando com a contaminacdo de produtos finais desti-

nados ao consumo humano (Fig. 1.3) [2] [4] [5].

Pestitides can contaminats
all types of food.

Fig. 1.3 Introdugio dos residuos de pesticidas na cadeira alimentar [11].

Os pesticidas, podem também afetar os ecossistemas através da sua forma de resi-
dual, que podem permanecer durante largos periodos quer no solo quer nos sistemas
aqudticos. Muitas das vezes, estes mesmos residuos sio absorvidos pela vegetagio,
constituindo assim um grande fator de risco no que concerne a seguranca ambiental
e alimentar [5] [6] [7]. Em muitos casos a vegetacdo utilizada em ra¢Ges animais po-
dem possuir esses residuos, fazendo com que passem a constar de alimentos tao es-

senciais para 0 homem como leite, ovos, carne, entre outros [7].

!'E o processo de extra¢io de uma substancia ou substincias, através da sua dissolugiao num liquido.
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As reacOes que levam os pesticidas a se transformarem em tresiduos, que posterior-
mente possam entrar na cadeia alimentar resultam em alteracGes na sua estrutura
quimica, que podem torna-los persistentes. Do ponto de vista ambiental o destino
ideal para um pesticida ¢é a transformacio em espécies inorganicas, como agua, di6-
xido de carbono, etc, infelizmente, em muitos casos, as espécies quimicas resultantes
sao intermediarias com elevado tempo de meia vida (t!/2), que podem ter um impacto
negativo no meio ambiente [1] [2].

Assim, o processo de degradacdo dos pesticidas deve ser tido em conta aquando da
sua aquisi¢ao e aplicacido. Este processo depende de varios fatores, nomeadamente

de natureza quimica, fisica e/ou biolégica, e pode ocorrer pelas seguintes vias [2] [4]

[5]:

e Hidrdlise — normalmente resulta na formagio de uma nova ligagio C-OH
ou C-H. Este processo ¢ importante em algumas classes de pesticidas como
os organofosforados e carbamatos onde se incluem os 7-metilcarbamatos.

e Oxidagio - redugio — sio reagdes quimicas ou biolégicas que envolvem a
transferéncia de eletrdes, sendo muitas destas reac¢oes induzidas fotocatali-
ticamente.

e Biodegradagio — este tipo de degradagio ¢ induzida por microrganismos
que transformam e metabolizam alguns dos pesticidas, mesmo os mais pet-
sistentes.

e Fotodegradagio — este tipo de degradacio ¢ induzido pela luz solar, sendo
que os pesticidas podem reagir diretamente a luz, ou podem reagir? secun-
dariamente com espécies quimicas reativas, fotoactivadas pela luz solar.

Além da problematica referente a seguranga alimentar, os pesticidas comegaram a ser
utilizados também em etiologias médico legais, nomeadamente em intoxica¢des cré-
nicas em contexto de trabalho agricola e em intoxicag¢Ges acidentais ou propositadas,
como os suicidios. Dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), revelam que os

pesticidas sdo os principais produtos utilizados nos casos de suicidio em todo o

2 Esta reagdo ¢ denominada de fotdlise
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mundo. Todos os anos morrem por suicidio cerca de 900 000 pessoas em todo o
mundo recorrendo a pesticidas [11] [12].
Atendendo a problematica atras descrita e no que concerne ao uso em larga escala
dos pesticidas, a unido europeia (UE) teve necessidade de legislar e manter uma po-
si¢do firme em relagdo a legislacio aplicavel aos pesticidas comercializados. A diretiva
91/414/CEE, de 15-04-1991 veio dar inicio a forte legislagio aplicavel aos pesticidas,
ou fitofarmacéuticos?, que determina, que um pesticida agticola sé pode ser homo-
logado, e com autoriza¢io de comercializagio, com base na avaliacdo de um conjunto
de dados cientificos que demonstrem que a substancia ativa utilizada na fabricacio
de pesticidas ¢ eficaz para os fins a que se destina e ndo apresente riscos inaceitaveis
para a saide humana, animal e para o ambiente, tendo em conta os niveis de LDsp
(mg kg!) (Tabela 1.2) [10] [13]. Dos diversos parametros necessarios a homologagio
de uma substancia ativa estdo [1] [10]:

e Solubilidade e persisténcia na dgua;

e  Persisténcia no solo;

e Toxicidade aguda para os organismos aquaticos;

e Toxicidade para os organismos terrestres;

e Toxicidade para o homem;

Tabela 1.2 Categorias de toxicidade [1] [10].

Oral Dérmica
Categoria

LDs (mg/kg) Nivel Risco LDs (mg/kg)  Nivel Risco
Categorial <5 Fatal <5 Fatal
Categoria 2 5-50 Fatal 50-200 Fatal
Categoria 3~ 50-300 Toxico 200-1000 Toéxico
Categoria4  300-2000 Nocivo 1000-2000 Nocivo
Categoria 5 2000-5000 Pode ser nocivo 2000-5000 Pode ser nocivo

3 Os produtos fitofarmacéuticos sio substancias ou preparacoes utilizadas para proteger plantas ou produtos agrico-
las, denominadas de pesticidas.
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A aprovagao de uma substancia ativa, na formulacdo de pesticidas, também esta con-
dicionada pela diretiva 2000/60/CE, denominada como “diretiva da dgua”, ou seja,
quando os critérios de aprova¢io do uso de uma determinada substancia ativa ja nao
sdao cumpridos (91/414/CEE), ou quando o cumprimento da diretiva 2000/60/CE
nao ¢ respeitado, a substancia ativa deixa de estar autorizada no fabrico de pesticidas
[1] [11]. Os dados que condicionam a homologacio das substancias ativas devem ser
cedidos pelas empresas produtoras de pesticidas, utilizando para isso, laboratérios
independentes e com idoneidade para a realizacio destes testes, sendo depois revela-
dos a comissio avaliadora na UE. Assim a UE dispbe atualmente de uma base de
dados, onde constam muitas das substincias ativas utilizadas na formulacio de pes-
ticidas em toda a UE, que podera ser consultada e verificado se as substincias ativas
estdo ou nio autorizadas no espago Europeu. Contudo, e em beneficio da seguranca
na utilizacdo destas substincias, a UE estabeleceu um prazo de 15 anos de aprovagio
das substincias ativas, sendo que este prazo ¢ proporcional aos eventuais riscos ine-
rentes a sua longa utilizagdo, e aos problemas inerentes ao longo perfodo de utilizacio
no meio ambiente [1] [10].

Além da proibi¢io da utilizagdo de pesticidas sem homologacdo por parte das enti-
dades competentes de cada pais, nomeadamente pelas comissoes avaliadoras, que em
Portugal ¢é representada pela Diregio Geral de Agricultura e Desenvolvimento Rural
(DGADR), a UE foi mais longe, e implementou um conjunto de limites maximos de
residuos (MRL) (Tabela 1.3), que constituem os limites aceitaveis de residuos de pes-
ticidas em alimentos, de origem vegetal, animal ou processados, sem apresentar risco
para a sadde humana ou animal. Estes nfveis sdo constantemente atualizados, e cons-
tam de um relatério anual, emitido pela federagdo europeia para a seguranca alimentar
(EFSA), de onde constam, os MRL de cada substancia ativa atualmente permitida,
os estudos interlaboratoriais realizados para a convergéncia dos métodos utilizados e

monotorizacao das substancias utilizadas [10] [14] [15].
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Tabela 1.3 MRL’s estipulados na diretiva europeia No 396/2005, utilizados

como referéncia neste trabalho [10][16].

MRL em musculo de suino

Designagio Regulamento - UE
mg kg
Aldicarbe sulfoxido 0,01
Oxamil -
Metomil 0,02
Regulamento  (CE) n.°
3-Hidroxicarbofurdo 0,01 396/2005 do Parlamento
Aldicarbe 0,01 Europeu e do Conselho,
de 23 de Fevereiro
Propoxur 0,05 de 2005
Carbofurao 0,01
Cartbaril 0,05
Metiocarbe 0,05

De acordo com a legislagio em vigor (aprovada em 2010), alguns membros da UE,

incluindo Portugal, participam em programas nacionais na determinac¢io de residuos

de pesticidas, que posteriormente sio reportados a2 EFSA. As normas legais atuais

que orientam os procedimentos analiticos subordinados a esta problemdtica, sdo ori-

entados pela diretiva n® 882/2004 CE 4, que determinam, por exemplo, os alimentos

a avaliar [10]{15][16] (Tabela 1.4).

4 Ditetiva EC N° 882/2004 de 29-04-2004, OJ L 165, 30.4.2004, p. 1-141
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Tabela 1.4 Produtos alimentares, monitorizados na UE no periodo de 2010 - 2012 [10]
[15].

2010 2011 2012

Maca Feijao sem casca Beringela
Repolho Cenoura Banana
Alho porro Pepino Manteiga
Alface Carne de aves Couve flor
Leite - Ovos
Péssego Citrinos Sumo laranja
Peras Peras Ervilhas sem casca
Centeio e aveia Arroz Pimento
Morangos Batata Uvas

Carne de suino Espinafres Farinha
Tomate - -

A selecio dos alimentos “chave”, foi baseada nos habitos alimentares da populacio
de cada estado membro, incluindo criangas e adultos, diferentes tipos de consumi-
dores vegetarianos e ndo vegetarianos, e tentou abranger a0 maximo, todas as ver-

tentes no que a uma alimentac¢io saudavel diz respeito [15] [106].

1.21 Utilizag3o de pesticidas em Portugal.

Segundo dados do Instituto Nacional de Estatistica INE), entre os anos 2000-2007,
verifica-se que ap0s se ter atingido um valor maximo de 17 451 toneladas, as vendas
de pesticidas em Portugal decresceram a um ritmo médio anual de 2% até atingirem
as 15 703 toneladas em 2006. Esta tendéncia foi, contudo, interrompida em 2007,
ano em que se observou um novo aumento das quantidades vendidas que voltaram

aos niveis contabilizados em 2004, superiores a 16 500 toneladas (Fig. 1.4) [3].
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Fig. 1.4 Venda de pesticidas entre 2000 e 2007 em Portugal continental e ilhas. [3].

As varia¢oes do volume de vendas de pesticidas, observadas no perfodo em anilise,

podem ficar a dever-se a constante desertificagdo e abandono da pratica agricola.

Analisando as vendas por tipos de funcao (Fig.1.5) mais significativos temos que [3]:

e  Os “fungicidas” representaram 69% do total das vendas tendo o “enxofre”
representado 78% do total deste grupo;

e  Os “herbicidas”, apesar de menor importincia com 13% das vendas, tém
marcado posi¢ao no mercado, evidenciando, face a 2000, taxas médias anu-
ais de crescimento positivas.

e Avendade “inseticidas/acaricidas” (com a inclusio do 6leo mineral) atingiu
1 272 t, representando 7,6% das vendas totais e um aumento de cerca de

20% face ao ano anteriot.
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Fig. 1.5 Venda de pesticidas entre 2000 e 2007 em Portugal continental e ilhas, por
funcgdo [3].

Em 2007, a venda de pesticidas por unidade de superficie agricola utilizada, foi de
4,8 Kg por hectare. No entanto, se se excluir o enxoftre, cuja toxicidade ¢ relativa-
mente mais baixa que a dos restantes pesticidas, esse valor atinge apenas 2,2 kg por
hectare [3].

A utilizacio de pesticidas em Portugal, também estd relacionada com as superficies
ocupadas com culturas, e pode relaciona-las com um maior risco de polui¢do. A in-
cidéncia de superficies ocupadas com as culturas da vinha, batata, horticolas e flores
por municipio determinou a defini¢ao de certas zonas no pafs a que se podem asso-
ciar maiores riscos de poluicio pela aplicacdo de pesticidas (Fig. 1.6). Nestas regides,
a area de vinha assumia relevancia generalizada, mas surgia com especial incidéncia a
Norte e Centro. Por outro lado, nos municipios do Oeste e da Madeira, registava-se
um maior equilibrio entre a superficie ocupada pelas varias culturas consideradas
neste indicador [3].

Os indices mais baixos foram observados nos municipios do interior Alentejano, re-

flexo da reduzida ocupagio por culturas consideradas de risco [3].
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Fig. 1.6 Indice de risco de utilizagdo de pesticidas em Portugal continental e ilhas

[3]-

1.3 n —metilcarbamatos.

Os #-metilcarbamatos constituem atualmente, um dos grupos de pesticidas mais uti-
lizados. Estes pesticidas, sdo um subgrupo pertencente aos carbamatos, derivados do
acido carbamico (HONCOOH) (Fig. 1.7) sendo que um dos atomos de hidrogénio
ligado a0 atomo de azoto ¢ substituido por um grupo alquilo, normalmente metilo,
e o atomo de hidrogénio ligado ao 4tomo de oxigénio é substituido por um grupo

organico representado pelo radical (R) [2] [17].
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o H

/

O—0

(a) HN—C_ (b) HsC——N

OH
Fig. 1.7 Estruturas gerais: (a) Acido carbimico; (b) n-metilcarbamatos [17]

Quando o radical R de um carbamato correponde ao grupo metil (CH3), estamos
perante os z-metilcarbamatos [2]. Estes pesticidas sdo comumente utilizados como
inseticidas e foram desenvolvidos a partir da década de 50, logo apds os organofos-
forados e em simultaneo com os piretréides. Tiveram um papel preponderante na
substitui¢do dos organoclorados e organofosforados, devido a sua menor ecotoxici-
dade [2].

Da grande variedade de #-metilcarbamatos comercialmente disponiveis, este trabalho
debrucou-se no estudo de nove que compdem a lista de #-metilcarbamatos a deter-
minar no Laboratério Regional de Veterinaria e Seguranca Alimentar, em varias ma-

trizes de origem vegetal (Tabelas 1.5 e 1.0).

Tabela 1.5 n-metilcarbamatos estudados neste trabalho [2] [17].

n- metilcarbamatos Estrutura
H;C 0
5, &
N—C (|3H3
Aldicarbe Sulféxido HK \O—N=CH—(|3—CH3
OZTZO
CH,
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HC 8 9] CH
3 .of)? \\ / 3
XN_C\ C—N\
O il
am H 0—MN=C CH,
Y
5—CH,
H,C 0
AN
N—C CH,
. / b,
Metomil H O—MN=C
5—CH;
OH
3-hidroxicarbofurio H O
My
o]
H,C
&
N CH,
7 N,
Aldicarbe H O_N:CH_?_CHg
5
TCH,
HgC\ ,.jfo
N—10C
HX \0
Propoxur
O—CH—CH,
CH;
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H,C o]
: #
M—1iC
e S,
H o]
Carbofurio
Q CH,
CH,
H; @)
? &
P —iZ
H \O
Carbaril
HaC &&O
—
“
H [o]
Metiocarbe
HaC CH
=1
TCH,
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Tabela 1.6 Algumas caracteristicas dos n-metilcarbamatos estudados

[2] [10] [17].

n-metil Férmula Agiios Culturas Nome co- CAS IUPAC
carbamatos molecular mercial
‘f?ﬁl}‘:i‘gz’be Sub CHINGOS AN Café Temik 150° 1646-87-3  2-mesil-2-metilpropionaldeido-O-metillcarbamoiloxima
I Ndimetil2-meti P :
Oxamil CHiN;OsS AN Cereais e batata Vydate® 23135-22-0 l;}ic}a dimetil-2-metilcarbamoiloxiimino-2-(metiltio)aceta
J i -

Metomil CsHi1oN2028 I ;‘t];s’ cereais ¢ ba Lannate® 16752-77-5 S-metilo N-(metilcarbamoiloxi)tioacetimidato
3-Hidroxi . o o L Lo .

~ C12H1sNOy A; ;N Cereais Anaspaz® 16655-82-6 2,3-dihidro-2,2-dimetillbenzofurio-7-il metillcarbamato
carbofurdo .
Aldicarbe CrHuNLOsS AN Cereais, batata, to- Tomik® 116-06-3 2—@etll~2~(rnetlltlo)proplonaldeldo~0~metllcarbam01~

mate, uva loxima

Propoxur CiuHisNOs A5l Plantas domésticas Baygon® 114-26-1 2-isopropoxifenil metilcarbamato
Carbofurio CHisNOs AN rcnzr::‘i’vf"“m’ " Furadan® 1563-66-2  2,3-diidro-2,2-dimetilbenzofurio-7-il methylcarbamato
Carbaril Ci2HuNO:2 AT Cereais Sevin® 63-25-2 1-naftil metilcarbamato
Metiocarbe CiHisNOsS a1 Cereais, batata, to- g 2032-65-7  4-metiltio-3,5-xilil metilcarbamato

mate, uva e alface

5 A — acaricida; I — inseticida; N — nematicida
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Devido a sua utilizacdo em larga escala, os #-metilcarbamatos, constituem atualmente
um dos grupos com maior taxa de residuos em alimentos e a classe com maior nad-
mero de casos de intoxicag¢Oes, seja em contexto laboral, seja nos varios contextos
médico-legais, principalmente em casos de suicidio [11]. A sua toxicidade, embora
reduzida para com a vida animal, tem sido particularmente gravosa, existindo inume-
ros casos de intoxicagdes acidentais por parte de animais domésticos e selvagens [12]

18]

1.4 Mecanismo de toxicidade dos n - metilcar-
bamatos.

1.4.1 Farmacodinamica e farmacocinética dos n - metil-
carbamatos.

A metaboliza¢do de um pesticida (ADME), nos tecidos animais, d4 inicio a uma se-
quéncia de processos metabdlicos autbnomos que vao determinar a sua concentragao

a0 longo do processo metabélico nos diferentes tecidos e fluidos [2] [5].

A ADME compreende 4 etapas diferenciadas:
Absorcio;
Distribuicio;

Metabolismo;

YV V V V

Excrecao.

A metabolizagio e excrec¢do podem ser substituidas por um sé passo, a eliminagio,
uma vez que, a eliminagdo pelo organismo da substincia em questdo, requer obriga-

toriamente a juncdo dos dois procedimentos acima referenciados.

42

Mestrado em Quimica Forense



Desenvolvimento de uma metodologia analitica para determinagio de residuos de 7-metilcarbamatos em amostras
de origem animal utilizando QuEChERS

A. Absorcao.

A absor¢io relaciona o “ponto de entrada” do pesticida com o local da sua absor¢io.
Este “passo” da ADME ¢ de extrema importancia para a farmacocinética ja que a
administracdo ou o “sitio” por onde é administrado, é um factor importante na de-
terminac¢io da taxa de absorcio.

A absorcdo pode ser: oral, dérmica ou por inalacio quer pela boca ou nariz, sendo
que cada uma destas vias de absor¢ao terd taxas e “extensoes’ de absorcdo diferen-

ciadas [2] [5].

B. Distribuicao.

A distribuicio das substincias ativas do pesticida pelo organismo ¢ um processo que
depende de diversos fatores, como a corrente sanguinea nos tecidos no caso de uma
intoxica¢do em mamiferos, o grau da absor¢do pelo organismo, o grau de ionizagio
da substancia, o seu peso molecular, e a sua propensio a ligagdo a proteinas.

Um aspeto importante na interpretagio de resultados analiticos é a compreensio do
mecanismo de distribui¢io do composto entre o sangue ¢ os tecidos, em particular
quando hd apenas um tipo de amostra. Muitos pesticidas, possuem uma grande afi-
nidade para diversas proteinas que logo apds a sua ingestdo sdo capazes de alterarem

as suas propriedades biolégicas [2] [5].

C. Metabolismo.

A maioria das substancias ingeridas podem ser destruidas no estdbmago, alids, o est6-
mago serd mesmo uma das barreiras mais eficazes nos mamiferos, precisamente con-

tra a agao de substancias exdgenas e estranhas ao organismo hospedeiro. Porém, e
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gragas as suas caracteristicas quimicas, os pesticidas dificilmente serdo “barrados”
pela acio enzimatica ou acida do estomago, sendo a sua absor¢ao iniciada logo no
contato inicial com as mucosas nos pontos de entrada [2] [5].
Em relag¢do a metabolizacdo dos pesticidas podem existir dois tipos, a fase I e fase I1.
» Fasel:
o reac¢des de oxidagdo, N- e O-desalquilacio, formacao de sulfoxidos,
hidroxilacio, reducio e hidrdlise.
» Fasell:
o reagdes de conjugagdo com dcido glucordnico, por acetilagio ou

metila¢do ou ainda por conjugacido com aminoacidos e sulfatos.

Quando os pesticidas sdo ingeridos, por exemplo de forma intencional por via oral,
estes sdo absorvidos e passam logo, na sua maioria, para a circulagio mesentérica e
para o figado, onde sdo metabolizados, antes da entrada na circula¢io sistémica. Con-
tudo, e como ja referido anteriormente, a toxicidade do pesticida podera ser tal, que
a acdo do mesmo poderd ter inicio pela absor¢dao na mucosa gastrica, sem ser neces-

sario a sua absor¢io na mucosa intestinal [2] [5].

D. Eliminagao.

A maioria dos residuos de pesticidas é eliminada do organismo através do metabo-
lismo hepatico e excre¢do por via renal.

A excre¢io ocorrerd maiotitariamente a nivel renal através da urina, contudo, tam-
bém podera ocorrer através da transpiragdo, digestao e excre¢do intestinal.

Sendo a filtracio renal um processo onde apenas a substincia livre (sem ligacao pro-
teica) ¢ eliminada podera, nalguns casos, ocorrer reabsor¢ao ja que numa intoxicagiao
grave havera excesso de biodisponibilidade do téxico no organismo.

O processo de eliminacio pelos rins podera ser até totalmente ineficaz ja que muitos
dos pesticidas, quando ingeridos, poderao inviabilizar a propria excrecdo devido a

destruicio do “tecido” renal [2] [5].
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1.4.2 Toxicidade dos n-metilcarbamatos.

Para o normal funcionamento do SNC ¢ necessario que as células que o constituem,
os neurdnios, se comuniquem entre si, isto €, transmitam o seu potencial de agio.
Essa comunicagdo faz-se através de estruturas designadas por sinapses. O meca-
nismo de toxicidade dos #-metilcarbamatos atuam precisamente nesse mecanismo, e
deve-se sobretudo a capacidade que estes pesticidas possuem, a semelhanca do que
acontece com os organofosforados, de inibir a enzima acetilcolinesterase (AChE). Se
bem que com o mesmo mecanismo de toxicidade, os #-metilcarbamatos fazem-no
de uma forma reversivel, ou seja, com a terapéutica adequada e dentro do tempo
consideravel a situa¢do de inibicdo pode ser reversivel, enquanto as intoxica¢des por
organofosforados sio de caricter permanente, quanto a sua irreversibilidade.

A AChE, pertence 2 classe de enzimas que catalisam e hidrolisam a acetilcolina exis-
tente na fenda sinaptica que corresponde a regido de interligacio entre dois neurd-
nios, que garantem a passagem do impulso nervoso, cujo procedimento é denomi-

nado de sinapse (Fig. 1.8) [2] [5] [19].

Membrana

Membrana pré-sinaptica pos-sinaptica

Receptores
dos
mediadores

"
Vesiculas
pré-sinapticas
contendo
mediadores
quimicos

sindptica

Fig. 1.8 Mecanismo de sinapse [20].
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Este procedimento, acontece entre o axénio de um neurénio e o dendrito de outro
neurénio. Quando o impulso nervoso percorre o neurénio e chega as terminagdes
do axénio, ocorre a libertagdo da acetilcolina acumulada em vesiculas que sio liber-
tadas precisamente na fenda sinaptica, este neurotransmissor, vai agir como mediador
na transmissdo do impulso nervoso. Esta sucessdo de procedimentos, estimula a
membrana pos sindptica, provocando uma modificacdo na permeabilidade local, as-
sim ird ocorrer um novo impulso nervoso. Deste modo, de sinapse em sinapse, os
impulsos sio gerados desde os centros coordenadores nervosos, como o cérebro, até
a regido onde ira terminatr esse mesmo impulso, como um musculo.

Se para acontecer o impulso e a sua transmissio, ¢ necessaria a presenga de acetilco-
lina na fenda sindptica, para que exista repouso do neurdnio, e cesse o impulso ner-
voso, é necessiria a desativacio desse neurotransmissor. Assim acontece, com a en-
zima AChE, que ira hidrolisar a acetilcolina em colina e acido acético (Fig. 1.9) [2] [5]

[19].

CHj Acetilcolina
H3C\ | /CH3
+ N——CH,CH,—O————C——CHj
¥ |

ED=(E=EHA: Serina

Electrostatico !

Acetil Colinesterase

/\ o,

HO——CH, H3C\®| _CHy
N
(6]
CH,CH,OH
Acido Acético Colina

Fig. 1.9 Hidrdlise da acetilcolina pela AChE.
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Os n-metilcarbamatos, exercem a sua toxicidade por meio da inibi¢do reversivel da
atividade da AChE e consequentemente da estimulacdo excessiva dos recetores ni-
cotinicos e muscarinicos.

A AChE hidrolisa a acetilcolina em acido acético e colina impedindo assim a acumu-
lagio excessiva do neurotransmissor acetilcolina nas fendas sinapticas (Fig.1.10). O
que acontece na fenda sindptica com a inibi¢ao da AChE, é a acumula¢io excessiva
de acetilcolina, promovendo uma “overdose” de acetilcolina, provocando a hiperexci-
tacdo de todos os recetores netvosos, levando a uma hiperexcitacio nervosa, com

uma estimulacido constante levando os organismos a morte por exaustio [4] [9] [19].

H,;N——CH—C——OH + O——C——N——CHj
OH
Serina .
Centro activo da enzima Acetil Colinesterase Carbaril
OH

o

I 2
H;N——CH—C——0——0~C—N—CHj

OH

Complexo (enzima + Carbaril)

Fig. 1.10 Mecanismo de inibi¢do da AChE |[2].
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Em relacio aos efeitos cronicos das intoxicagdes no homem por z-metilcarbamatos,
as lesbes macro e microscopicas associadas sdo escassas, embora alguns estudos re-
velem hemorragias internas, edema e congestio nos pulmées em 91.1% dos casos,
congestio no figado em 64% dos casos e congestio generalizada nos rins em 43.4%
dos casos, sendo por isso os pulmdes os 6rgdos alvo das intoxicagdes por este tipo
de pesticidas [12].

Apesar da acdo dos #-metilcarbamatos ser geralmente transitéria sobre a AChE,
quando existem exposi¢Oes a doses pequenas, a atividade nos mamiferos tende a re-
tornar a fase estavel e normalizada dentro de 6 horas apds a exposicdo ao pesticida,
ainda assim encontram-se na literatura relatos de inibi¢dao prolongada (pelo menos
de 60 horas) em seres humanos intoxicados com estes inseticidas [12]. Ademais, e
em relagdo as intoxica¢es em mamiferos a reativagdo espontinea da AChE, é muito
lenta na generalidade dos mamiferos jovens e praticamente inexistente em mamiferos
mais velhos, e poderd ser muito diferenciada na sua reativacio ou dificuldade em
reativar de animal para animal, pois o metabolismo difere em muito da espécie em
questao [22] [23].

Tal como ja referido anteriormente, sdo inimeros os casos de intoxica¢des em ani-
mais domésticos e em algumas necropsias de animais foram encontrados granulos de
coloragio enegrecida no conteudo gastrico, facto que levou a suspeita da presenga de
agentes téxicos que posteriormente se confirmou ser de #-metilcarbamatos [23].
Em alguns estudos realizados em cies e gatos, esta inibi¢éo, foi observada em doses
superiores a 0.1 mg.kg?! [23].

O aumento do nimero de mortes em animais podera ser devido a alta toxicidade dos
n-metilcarbamatos, a pouca fiscalizagdo na compra e revenda destes produtos, e, nos
casos mais extremos, relacionado com o mercado paralelo, usando clandestinamente
estes produtos como raticidas, e como exterminio de animais domésticos.

Em casos de intoxicac¢do voluntaria de animais domésticos, estes produtos, sao mis-
turados em matrizes comuns e de facil consumo pelos animais, como farinha, trigo,
carne ou peixe, etc., e por vezes utilizados também nas suas casas pulverizando as

zonas de descanso dos animais [21].
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Capitulo I1
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2 Metodologias Aplicadas.

2.1 Meétodos para analise de pesticidas.

Os métodos publicados para a analise de residuos de pesticidas em produtos de ori-
gem vegetal ou animal sao muito semelhantes. Sao habitualmente utilizados métodos
multiresiduos, “multiple residues methods” (MRM) sempre que uma amostra apresenta
um historial desconhecido da exposicio a pesticidas, ou quando nio se procura um
pesticida alvo mas sim um conjunto de pesticidas pertencentes a mesma classe qui-
mica.

Os MRM apresentam a vantagem de determinarem simultaneamente mais do que
um residuo de pesticida numa tnica analise, 0 que permite uma diminui¢ao do tempo
e do custo de analise. O primeiro MRM foi desenvolvido na década de 60 por Mil/’s,
ficando o método denominado com o mesmo nome, e foi aplicado na determinagao
de organoclorados nao polares, em matrizes pouco lipidicas [24] [25].

Por vezes, quando se suspeita da presenca de determinado pesticida que devido as
suas caracterfsticas nao possa ser determinado por MRM, deve ser utilizado um mé-
todo alternativo especifico para esse composto, como por exemplo os métodos para
determinar um unico residuo, “single method residues (SMR)”, como por exemploa de-
terminacdo do pesticida glifosato.

A metodologia geral para a determinac¢io de residuos, quer seja por MRM ou SMR,
envolve os passos de extracio, separacdo e dete¢do com especial aten¢do para uma
correta identificacdo e confirmacio do composto em causa. A extracdo dos residuos
da matriz da amostra ¢é efetuada através de solventes apropriados como acetonitrilo

(ACN), metanol (MeOH), éter de petréleo ou diclorometano (CH2Cly).

50

Mestrado em Quimica Forense



Desenvolvimento de uma metodologia analitica para determinagio de residuos de 7-metilcarbamatos em amostras
de origem animal utilizando QuEChERS

No nosso caso, utilizou-se a metodologia QuEChERS, um MRM amplamente utili-
zado na determinacdo de residuos de inumeros pesticidas, tais como os #-metilcarba-
matos em frutos, vegetais e cereais, utilizando como solvente extrator o ACN acidi-
ficado com 1% de 4cido acético. O método demonstrou ser eficiente para extrair
cerca de 200 pesticidas numa grande variedade de matrizes alimentares nomeada-
mente frutos e vegetais tais como laranjas e alface, tanto para andlise por cromato-
grafia gasosa com detetor de massas (GC-MS) como por cromatografia liquida com
detetor de massa/massa (HPLC-MS/MS) [26].

No que diz respeito a aplicacio do método a matrizes contendo um elevado teor de
gordura (ovos e leite), verificou-se que o método ndo é muito eficaz na extragio de
pesticidas lipofilicos, mas apresenta resultados adequados na extragio sobre alimen-
tos pouco “gordos” e na extra¢do de pesticidas polares e semi-polares de uma grande
vatiedade de matrizes alimentares [26] [27].

Ap6s a extracido segue-se uma fase de purificagdo ou “clean-up” com o objetivo de
remover as substincias interferentes obtendo-se uma solugéo final na qual o solvente
deve ser apropriado para a determinagio quantitativa através do método selecionado.
Normalmente o solvente utilizado ¢ a fase mével de entrada no sistema cromatogra-
fico [29]. A determinacio de pesticidas é efetuada através de GC e/ou HPLC utili-
zando diversos tipos de detetores consoante o tipo de pesticida utilizado [20] [27].
No trabalho realizado, pretendeu-se aliar 0 método QuEChERS ja utilizado para
HPLC e GC com detegio por espectrometria de massa (MS), fésforo e azoto (NPD)
e por captura de eletrdes (ECD), ao sistema HPLC com detecio por fluorescéncia

(FLD).

2.2 Mcétodo de extracao QUEChERS.

O processo de extragdo ¢ um passo fundamental na andlise quimica que tem por
objetivo extrair os compostos alvo para posterior separagao, caracterizacao e quanti-

ficacao. A maior parte do tempo de andlise do desenvolvimento e da validacdo do
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método analitico é consumida nesta fase e é também a fase que pode originar mais
erros.

Este processo pode apresentar dificuldades especificas nomeadamente em matrizes
complexas como ¢ o caso deste trabalho, que pretende determinar residuos de #-
metilcarbamatos em amostras de origem animal.

Os processos de extracio tradicionais, normalmente utilizam uma elevada quantidade

de solventes organicos e sdo geralmente processos morosos, de dificil execugio e

dispendiosos (Fig.2.1).

MRM
l LLE
EXTRACAO SPE
QUEChERS
GCIMS;
GC/NPD; HPLC/FLD HPLC/MS/MS
GC/ECD

Fig. 2.1 Esquema geral de um MRM [20].

Considerando que o tempo despendido com a andlise aumenta exponencialmente
com a adi¢do de novos residuos de pesticidas no processo analitico, a maioria dos
laboratérios nio dispde de meios para realizar a analise a um numero elevado de
residuos.

Alguns dos residuos, devido a sua especificidade, ndo sao compativeis a com maioria
dos MRM, como sendo os residuos com acidez, alcalinidade e polaridade elevadas.
Em suma, para cobrir a maioria dos residuos, os laboratérios teriam de despender

avultados or¢amentos com equipamento, reagentes, analistas e tempo de analise, e
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por isso a maioria dos laboratérios de analise de residuos nao monitoriza, na sua
rotina diaria, uma larga gama de pesticidas [28§].

Os procedimentos extrativos mais comuns utilizados na extracio de pesticidas, en-
volvem extracio liquido — liquido (LLE) (Fig. 2.2) e extracdo em fase solida (SPE)

(Fig. 2.3), usando adsorventes como o C 18, florasil, alumina e silica gel [28] [29].

Fig. 2.2 Diagrama esquematico representativo da extragio liquido-liquido (LLE).

O processo extrativo LLE, baseia-se na diferente solubilidade dos compostos em
diferentes solventes, ocorrendo a transferéncia do soluto da amostra para o solvente
extrator. B normalmente utilizado para remover seletivamente uma determinada
substincia a partir de uma matriz ou para remover as impurezas que nela se encon-
trem. A seletividade desta extracdo pode ser alterada, variando por exemplo o pH no
processo extrativo. Estdo envolvidas, neste processo extrativo, duas fases imisciveis,
por norma, uma aquosa e outra organica.

Este método tem como principais desvantagens a morosidade, fraca automagao e a
possibilidade de poder surgir uma terceira fase (emulsao) que complica o processo
de separacio, além da problematica ambiental criada pela utilizagdo de grandes quan-

tidades de solventes organicos na maioria dos procedimentos extrativos.
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Em meados da década de 70 surgiu a SPE, apresentando-se como uma técnica sim-
b
ples e pratica para a preparagido de amostras, sendo o método extrativo mais comu-

mente utilizado em laboratorios de analise de residuos.

conditiening sample addition rinsing eluticn

am
analyte

Fig. 2.3 Sequéncia da extragio por fase solida (SPE).

O procedimento extrativo SPE, baseia-se na utilizacdo de pequenas colunas de ex-
tracio, descartaveis, preenchidas com uma variedade de enchimentos (adsorventes),
permitindo uma separago eficaz dos componentes da matriz. Sendo que a fase sélida
¢ seletiva para algumas analitos, os interferentes e moléculas dos solventes sao des-
cartadas do adsorvente, ficando retidos os analitos. Posteriormente sio removidos
do adsorvente por elui¢do utilizando um solvente apropriado.

A SPE apresenta diversas vantagens, tais como, tempo de preparacao reduzido; ele-
vadas taxas de recuperacio; extratos puros; possibilidade de automatizagio; compa-
tivel com a analise cromatografica; processamento conjunto de varias amostras; adap-
tavel a diferentes volumes de amostra; ndo ocorre formacio de emulsdes. Todas estas
caracteristicas tornam este processo no mais utilizado em procedimentos analiticos
por HPLC-MS [29]. Uma vez que existem diferentes adsorventes, a especificidade de
extragdo pode ser incrementada, ja que existe a possibilidade de escolher um adsor-

vente que interaja mais especificamente com a molécula em estudo. Estas interacoes
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estabelecem-se entre as moléculas do analito e os grupos funcionais da fase estacio-
naria (interacGes polares, hidrofébicas e idnicas). A seletividade adicional proporcio-
nada por esta técnica leva a uma diminui¢io da possibilidade de efeitos de matriz, o
que permite ao analista atingir menotes tempos de corrida na técnica cromatografica
utilizada, além de obter uma elevada reprodutibilidade. Contudo, os custos para aqui-
si¢ao dos cartuchos, o seu caracter descartavel e o tempo da extracdo, sdo alguns dos
inconvenientes deste procedimento.

Idealmente um procedimento de extracio MRM devera obedecer a alguns critérios
para serem adotados pelos laboratérios de analise de residuos, como sendo a rapidez
no processo extrativo, facil execugdo, material e pessoal especializado necessario para
executar o procedimento, diminuir o volume de reagentes utilizado e rentabilizar ao
maximo o procedimento, diminuindo os custos inerentes a este tipo de procedimen-
tos.

Como método inovador e alternativo a SPE, na andlise de residuos de pesticidas em
matrizes biolégicas de origem animal, este trabalho baseou-se num método de dis-
persdo da matriz em fase sélida (dSPE) o QuEChERS (Fig. 2.4).

Este método, MRM, veio precisamente colmatar a necessidade de diminuir o tempo
de extracio, reduzir e rentabilizar o pessoal técnico, material e equipamento e o es-
pago laboratorial também podera ser reduzido substancialmente, jd que um sé téc-
nico num Unico espago podera realizar todo o processo extrativo.

Esta metodologia, desenvolvida entre os anos de 2000 e 2002 por M. Anastassiades,
quimico alemio, ¢ apresentada pela primeira vez em 2003, envolve uma extracdo
sélido-liquido seguida de uma extracio em fase sélida dispersiva, tendo sido desig-
nada por QuEChERS devido as iniciais “Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and
Safe”. A eficacia e rapidez deste método foi demonstrada através da realiza¢do de um
procedimento extrativo referente a 30 amostras vegetais entre os 20 e 30 minutos
[26] [30] [31].

O trabalho foi desenvolvido no laboratério alemao de quimica e veterinaria, em Es-
tugarda, e impulsionou os métodos extrativos nos laboratérios de segurancga alimen-

tar, tais como no LRVSA, na Ilha da Madeira, onde foi desenvolvido este trabalho.
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QUEChERS
Original

10 g de Amostra

Extracdo 10 mL ACN

| Agitar vigorosamente 1 min |

4 g de MgSOg4 +
1 g NaCl

Particéo

Agitar vigorosamente 1 min e
centrifugar 5000 rpm 5 min

Retirar uma aliquota 1mL

25 mg PSA + 150 mg
MgSOa4

Clean up

Agitar vigorosamente 0,5 min
e centrifugar 6000 rpm 1 min

Injetar HPLC MS / MS
GC MS / MS

Retirar aliquota para \vial

Fig. 2.4 Método original do QUEChERS [26].

O trabalho desenvolvido para analise em alimentos seguiu a estrutura esquematizada
na Fig. 2.5.
O método foi desenvolvido inicialmente para a analise em GC — MS/MS e HPLC —
MS/MS, para a determinacido simultanea de 80 pesticidas, mas cedo se percebeu que
este método de extragio viria a revolucionar os procedimentos de rotina existentes
em laboratérios de analise de residuos de pesticidas em alimentos. Este procedimento
além de um processamento rapido de amostras em simultaneo, também demonstrou
ser eficiente em extrair cerca de 200 pesticidas numa grande variedade de matrizes
alimentares nomeadamente em frutos e vegetais, tanto para analise por GC-MS como
para HPLC-MS/MS [26].
Este procedimento foi sujeito a sucessivas validacOes através de indmeros ensaios
interlaboratoriais, onde posteriormente foi implementado numa norma europeia
(EN 15662) [206] [32].
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QUEChERS
utilizado no
LRVSA

[

10 g de Fortificagdo com
amostra —— mistura padréo
representativa (10 mg LY

[

10 mL de ACN
acidificado com induz a extrag&o dos

1% de acido pesticidas para a fase aquosa
acético

Adicionar 6.5 g & 1ggd§eM,\?:§ 4
mistura’ — 0.5 g de CoHeNazO7-1.5H;0 Extracg&o liquido-sélido

QuECHERS 1 g CeHsNazO7-2H20
Centrifugagéo 5000 rpm
Reconstituir em 20:80
[H20:ACN] Injetar no
s Adicionar 600 HPLC-FLD
SRGE 3 mL do || mg de MgSOas
9 sobrenadante e 200 mg de Clean up
10mL
PSA
Centrifugagio |— Evapor_ador | Evapor_ador
rotativo rotativo

Fig. 2.5 Esquema geral do método QuEChERS utilizado no trabalho

desenvolvido.

2.3 Quimica do QuEChERS.

O método QuEChERS envolve uma fase de extragao liquido-sélido com ACN (con-
tendo 1% de acido acético, CH;COOH), seguida de uma “limpeza” denominada de
extragdo em fase solida dispersiva através da adicdo de 4 g de sulfato de magnésio
(MgSOy); 1 g de cloreto de sédio (NaCl); 0.5 g de citrato de sédio dibasico sesquihi-
dratado (CsHeNa2O7-1.5H20) e 1 g citrato de sddio tribasico dihidratado
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(CsHsNa3;O7-2H20), denominada no nosso trabalho como “mistura QuEChERS”
(Fig.2.6) [20] [32] [33].

Fig. 2.6 Extrato da matriz obtido apds extragio com ACN acidificado com 1% de
acido acético, com adig¢do da “mistura QUEChERS” e com posterior

centrifugagio.

Como observado na Fig. 2.5, este trabalho alterou o procedimento original do QuE-
ChERS, com a adigio de 0.5 g de citrato de soédio dibasico sesquihidratado
(CsHeNaxO7-1.5H20O) e 1 g citrato de sédio tribasico  dihidratado
(C¢Hs5Na3O7-2H20), de acordo com as indicacdes do método interno do LRVSA
para andlise de 7-metilcarbamatos em amostras de origem vegetal. A adicdo de
CsHeNaxO7:1.5H20 e CsHs5NazO7-2H20O, permite manter o pH entre 5 e 5.5, pH
ideal (Fig. 2.7) para a extragdo de residuos acidos e alcalinos, ja que a maioria dos
pesticidas ndo se degrada em meio acido, permitindo assim a sua estabilidade durante

o procedimento extrativo [26] [32] [33].
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- - Tolylfluanid extract stability
100 p—
90 |
o || O 7 days |
‘0 M 13 days
60
50
40
30 4
0 | —
10 4
: B -
pH 4 pH & pPHE pHT pH & pH 9 MeCH
Measured pH in extract

Fig. 2.7 Influéncia do pH na eficiéncia de extrac¢do por QUEChERS [33].

Na literatura encontra-se o exemplo da tolilfluanida, uma sulfamida utilizada como
pesticida, e na Fig. 2.7, podemos observar que para este pesticida, a taxa de recupe-
ragdo ¢ maior para um pH 5 mesmo ap6s 13 dias [33] [36]. Contudo, este pH ¢ es-
tendido a outros residuos, abrangendo de certa forma a maioria das classes de pesti-
cidas incluindo os organoclorados, organofosforados e z-metilcarbamatos. Para o
trabalho em causa o LRVSA ja anteriormente estudara o pH ideal para a determina-
¢io de #-metilcarbamatos em amostras de origem vegetal, e verificado que o pH 5
seria 0 mais indicado, pelo que, o trabalho foi realizado utilizando esse pH, indo ao
encontro com um dos propositos deste trabalho, cujo principal objetivo era adapta-
lo as amostras de origem animal, com alto teor de proteinas animais, sem alterar o
método ja implementado [34] [35].

As adaptacoes a0 método QuEChERS, depois da divulgacido do procedimento ori-
ginal, tém-se multiplicado e mostrado importantes de acordo com a realidade dos
diferentes laboratérios que o adotam, sobretudo devido a andlise de compostos sus-
cetiveis a degradacio nas condicOes de extracio descritas no método inicial, ou seja,

que sejam muito suscetiveis 4 influéncia de acidos e/ou bases.
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2.3.1 Salting in Salting out

Uma das principais etapas do procedimento extrativo QuUEChERS, é o “safting out”,
processo no qual as substincias soluveis em dgua sdo removidas da fase aquosa, atra-
vés da adi¢do de sais como o NaCl e MgSOy [34].

Este efeito diminui a solubilidade de moléculas organicas em agua, e é comumente

utilizado na purificagdo de proteinas e moléculas de ADN [37].

Solubilidade

Meio aquoso

|
Salting out

Concentracdo de Sal
(e.g NaCl; MgSOa)

Fig. 2.8 Metodologia do Salting in e Salting out. [37]

Assim o efeito de “salting out” (Fig. 2.8) diminui a solubilidade da matéria organica, a
medida que aumenta a concentra¢iio de sal na solugio [37].

Ap6s a primeira centrifugacio, logo apés a adi¢io da “mistura QuEChERS”, retira-
se uma aliquota e realiza-se o “clean up” pelo procedimento dSPE, utilizando-se amina
secunddria e primdria (PSA) (Fig. 2.9) juntamente com MgSOy, para extracio de to-

dos os residuos de agua e componentes lipidicos e agucares [34].
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\ -
/ |
NH

NH,

Fig. 2.9 Estrutura do PSA.

Fig. 2.10 Extrato obtido ap6s a fase dSPE com adigdo de PSA e MgSO4 e posterior

centrifugacio.

Para além do PSA foram também efetuados estudos utilizando outros adsorventes
tais como C3H7-NH» (aminopropilo), alumina-N, GCB (negro de carbono), C;Hy-
CN (cianopropilo), SAX (amina quaternaria) e ODS (octadecilsilano) chegando-se a
conclusdo de que a PSA utilizada isoladamente ou em combinacio com o GCB ou
MgSOy (Fig. 2.10) ¢é mais eficaz na purificagdo dos extratos. Por outro lado, no pro-
cessamento de extratos com quantidades elevadas de clorofila, como o caso de ex-
tratos vegetais, a purificagdo do extrato devera ser com GCB, ja que o PSA nio re-
move residuos de clorofila, prejudicando a purificacio do extrato.

Este dltimo passo por vezes é excluido do procedimento analitico, bastando apenas
filtrar o extrato obtido logo ap6s a centrifugacio, estando pronta a ser injetada no

HPLC ou GC [33] [34].
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2.4 Cromatografia.

A cromatografia é considerada uma técnica de separaciao poderosa e versatil, utilizada
na maioria dos laboratérios de andlises quimicas, toxicoldgicas e bioldgicas.

A determinacio de residuos de pesticidas é habitualmente efetuada por técnicas cro-
matograficas diferentes, sempre de acordo com as especificidades do residuo a de-
terminar. Segundo algumas das “guidelines” europeias, a identificacdo de residuos de
pesticidas, devera obedecer a técnicas que empreguem principios cromatograficos
tais como, HPLC e GC, acoplados a detetores como MS, FLD ou UV.

A cromatografia, em termos genéricos, é¢ uma técnica de separagio baseada na distri-
bui¢do dos componentes de uma mistura entre um fluido (fase mével ou eluente) e
um adsorvente (fase estacionaria). A fase estacionaria pode ser um sélido ou um li-
quido depositado num sélido inerte, empacotado numa coluna ou espalhado por uma
superficie formando uma camada fina, como sendo no caso da cromatografia em
camada fina (TLC) [22]. Por sua vez, os analitos com mais “afinidade” quimica com
a fase estacionaria ficam retidos mais tempo nesta, sendo o contrario também ver-
dade, ou seja os analitos que ndo possuem uma afinidade com a fase estacionaria, sao
eluidos mais rapidamente juntamente com a fase mével, sendo que esta separagao ¢é

efetuada normalmente através de colunas cromatograficas (Fig. 2.11) [39].

S o 6 O
(w] [w| [ | [ 1 [ |coluna cromatografica
Analito (a) == o f: 611616
Analito (b) ¥ o o ol 1o
Fase estacionéria i
Ao 4
Fase movel () i
0
N =50
b
O[O [O] |44 |O
Bluicdo do Solvente () o
Huicdo do analito (b)

Fig. 2.11 Principio da separagdo cromatografica.
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Em relagdo a fase estaciondria, também existem diferentes denominagdes, quanto a
sua polaridade, ou seja, quando esta ¢ mais polar que a fase moével, a cromatografia
liquida é denominada de cromatografia liquida de fase normal (Fig. 2.12), na situagdo
contraria, quando a fase estacionatia ¢ menos polar que a fase moével, estamos perante

um tipo de cromatografia liquida de fase reversa (Fig. 2.13) [39].

2 o -
<D
<B * @

Tempo
Polaridade dos Solutos -A>B > C

Fig. 2.12 Cromatografia em fase normal, fase mével de polaridade baixa.

2 o -
<D
<B * g

Tempo
Polaridade dos Solutos -A>B > C

Fig. 2.13 Cromatografia em fase reversa, fase mével de polaridade alta.

As fases moveis vao diferenciar as diferentes técnicas cromatograficas existentes, as
mais comuns sio a cromatografia liquida de alta pressao (HPLC) (Fig. 2.14) ¢ a cro-
matografia em fase gasosa (GC) (Fig. 2.15), associadas a varios detetores que devem
ser escolhidos consoante as caracteristicas dos compostos a pesquisar, como por
exemplo o FPD (detetor fotométrico de chama) (Fig. 2.16), o UV (detetor por Ultra
violeta) (Fig. 2.17), o FLD (detetor por fluorescéncia) (Fig. 2.18), o NPD (detetor de

63

Mestrado em Quimica Forense



Desenvolvimento de uma metodologia analitica para determinagio de residuos de 7-metilcarbamatos em amostras
de origem animal utilizando QuEChERS

azoto e fésforo), o ECD (detetor por captura de eletrdes), o MS (espetromettia de
massa) e o IR (detetor por infra vermelhos) [39].

O HPLC, é um tipo de cromatografia que emprega uma fase movel liquida e uma
fase estacionaria sélida, compactada na coluna. Este sistema para que possa ter um
fluxo razoavel e constante trabalha a altas pressGes, esta técnica esta descrita em pot-
menor mais a frente neste capitulo. Por sua vez, o GC, é um tipo de cromatografia
que emprega uma fase mével gasosa e uma fase estacionaria sélida ou liquida®, e cujos
analitos terdo de ser suficientemente volateis ou semi - volateis e estaveis nessa con-
digdo. As temperaturas num forno de GC, poderio ser elevadas (entre os 150°C e os
300°C logo, os compostos que se degradam a estas temperaturas nio poderdo ser

detetados por esta técnica cromatografica [39].

Injetor

Forno de Coluna

=

Processamento sinal

Solventes Esgoto

Fig. 2.14 Esquema da cromatografia liquida (HPLC).

¢ No caso de fase s6lida designa-se por cromatografia Gas-sélido (GC-S) e no caso de fase liquida designa-se por
cromatografia Gas-liquido (GC-L)
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GAS Detetor —D_a |—
THL:" ms D
Processamento sinal

Forno da Coluna

Fig. 2.15 Esquema da Cromatografia gasosa (GC).
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Fig. 2.16 Esquema de um detetor FPD.
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Entrada da Amostra

Fonte de UV Detetor

Esgoto

Fig. 2.17 Esquema de um detetor UV.
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Fig. 2.18 Esquema de um detetor FLD.

Em relagio as fases moveis, também denominadas de eluentes, podem ser fases aqu-
osas ou organicas, consoante o analito e fase estacionaria em causa, sendo que os
mais habituais sdo, agua, metanol e acetonitrilo, em cromatografia liquida [39].

A determinagio dos analitos, s6 podera ser possivel com a variedade de detetores
existente, que permitem uma maior seletividade no que concerne aos analitos. Os
pesticidas como por exemplo os organoclorados e alguns organofosforados devem
ser pesquisados preferencialmente utilizando os detetores ECD, NPD e FPD [49]
[50]. No caso especifico dos #-metilcarbamatos, a opgao preferencial é a andlise e

detecio utilizando o sistema cromatografico HPLC com detetor FLD ou MS [39].
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Em suma, e de acordo com o que foi ja dito em paragrafos anteriores, o principal
objetivo da cromatografia é separar um ou mais analitos numa mesma mistura, sendo
a detecdo dos analitos processada por uma sucessdao de picos, correspondentes aos

analitos separados, denominado de cromatograma.

2.5 Cromatografia liquida de alta pressio
(HPLC).

A técnica de HPLC ¢ uma técnica adequada para a separaciao dos componentes (es-
pécies i6nicas, macromoléculas, constituintes termolabeis) de solu¢des liquidas e uti-
liza-se quer para fins analiticos quer para fins preparativos e em escala comercial.
Esta técnica baseia-se no principio de que uma determinada substancia, ao passar por
uma coluna cromatografica com um determinado enchimento e fase mével, pode ser
identificada tendo como base o tempo de retencdo, dependendo do fluxo, compri-
mento e didmetro da coluna [39].

A separacdo ocorre através de um mecanismo de interacio seletiva entre as moléculas
presentes na amostra e duas fases, uma moével e outra estacionaria. Os diferentes
constituintes da amostra, devido as suas caracteristicas fisico-quimicas especificas,
interagem de modo distinto com as fases méveis e estacionarias, resultando dai dife-
rentes velocidades de migracio, permitindo o desenvolvimento da separa¢do croma-
tografica [46]. Assim, de modo a exemplificar o funcionamento desta técnica croma-
tografica utilizada neste trabalho, a amostra ¢ injetada na coluna usando uma micro -
seringa (na cromatografia analitica) ou uma valvula de injecdo (em sistemas prepara-
tivos) e ¢ homogeneamente distribuida no topo da coluna. A fase mével 7, transpor-
tando a amostra, é forcada a percolar através da coluna por uma acdo externa que

pode ser a simples forca da gravidade — cromatografia de baixa pressdo — ou uma

7 Também denominada de Sistema de solventes
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forca mais intensa gerada por uma bomba peristaltica — cromatografia de alta pres-
sao também chamada cromatografia de alta eficiéncia ou HPLC, de modo a superar
a resisténcia da coluna ao escoamento da fase mével [39].

As fases moveis (Anexo Tabela A.1) sio normalmente preparadas, antes de qualquer
passo no procedimento analitico, para que o sistema possa ser calibrado antes de
iniciar a corrida cromatografica, e guardadas em reservatérios de vidro, que permitem
o aceso por linhas que ligam os mesmos ao sistema HPLC. Este sistema permite em
simultaneo, manter a pressdo dentro dos mesmos, permitindo também a desgaseifi-
cagdo automatica com a entrada de gases, como por exemplo o hélio, para evitar a

“entrada de bolhas de ar” dentro do sistema (Fig. 2.19) [39] [40] [41].

Helio —— mmmmy,

————HPLC
| i saida de gases

Fig. 2.19 Desgaseificagido do sistema de solventes em HPLC.

No processo de eluicio os componentes migram com velocidades diferentes e sao
identificados a saida da coluna num detetor que fornece um registo continuo da com-
posicao da amostra analisada.

Na realizagdo deste trabalho, foi utilizado o método cromatografico HPLC-FLD,

com derivatizagdo automatica pos coluna (Fig. 2.20).
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coluna C8 detetor
reator 1100°C reator Il
tor

Inje temp. ambiente
"autosampler” aquisicio de
dados
Bomba | sistema Bomba Il sistema
automatico de automatico de
Bomba HPLC derivatizagéo derivatizagdo

Fig. 2.20 Diagrama esquematico utilizado neste trabalho, mostrando os
componentes de um sistema HPLC-FLD, com derivatizagdo automatica

pos-coluna.
A separa¢io dos n-metilcarbamatos estudados foi conseguida através da coluna ca-

pilar, Carbamate Analysis (C8 250 mm X 4.0 mm, 5 um tamanho de particula) (Fig.
2.21) [40].

\/\/\/\/R1—Si—0

Fig. 2.21 Estrutura da fase estacionaria da coluna C8.

A silica modificada com o grupo octil covalentemente ligado retém os analitos por
meio de interagdes de VVan de Waals, forgas dipolo-dipolo, ligacSes de hidrogénio ou

port forcas electroestaticas [40].
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2.6 Detegao por Fluorescéncia.

Um dos primeiros passos no desenvolvimento de cromatografia liquida moderna foi
a automacao pela adi¢do de um detetor acoplado em linha com o HPLC. A variedade
de instrumentos analiticos que foram utilizados como detetores revolucionou a cro-
matografia tal como a conhecemos hoje.

Originalmente, os instrumentos trabalhavam individualmente sendo a separagdo cro-
matografica totalmente separada da deteciao sendo assim, o trabalho mais moroso,
menos sensfvel e na maioria das vezes mais suscitavel a erros. A maior sensibilidade
dos detetores utilizados em HPLC foi-se tornando cada vez mais necessaria em certa
medida pela aplicacdo da cromatografia na rotina clinica e pesquisa médica levando
a0 desenvolvimento de detetores capazes de detetar com maior fidelidade e maior

sensibilidade substancias em quantidades também elas cada vez mais pequenas (Ta-

bela 2.1) [42] [43] [46].

Tabela 2.1 Varios tipos de detetores disponiveis para uso em HPLC [49].

Sensibilidade Sensibilidade
Detetor Tipo?®

a temperatura maxima’
Absorgao por UV S Baixa 2 %1010
Fluorimetria S Baixa 101
Electroquimica S 1.5% °C 1012
Condutimetria S 2% °C 108
Absorgio por IR S Baixa 10-6
Espectrometria de massa

G - 10-10

(MS)

8 S — Seletivo; G - Geral
? Sensibilidade para g/mL
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No que diz respeito ao trabalho desenvolvido, a detegdo por fluorescéncia foi a uti-
lizada na dete¢do dos #-metilcarbamatos. Este tipo de detecdo é geralmente mais sen-
sivel do que a dete¢do de absorcio por UV /visivel, embora o nimero de compostos
naturalmente fluorescentes seja bastante limitado, e menos sensfvel do que a detecdo
por MS.

A fluorescéncia, é um tipo de espectrometria eletromagnética, que quantifica a emis-
sao de luz de uma determinada particula excitada previamente.

Posteriormente, e com a passagem dessa mesma particula ao seu estado fundamental
ou de menor energia, ha emissdo sob a forma de radiacio.

Como podemos verificar pelo diagrama da Fig. 2.22, podemos visualizar a represen-
tacdo dos diferentes niveis de energia eletrénica. Este diagrama, relaciona as transi-
¢bes entre o nivel fundamental de energia e os niveis energéticos para onde ocorre a
excitagdo molecular e a emissdo da energia radiante (sob forma de luz) aquando da

passagem das moléculas de um estado excitado para o seu estado fundamental [43]

[44].

‘ Excited -1—— Relaxation

State

hv; hv-
—

Fluorescence

Ll

Ground
State

Fig. 2.22 Excitagio e fluorescéncia molecular.
Quando se dd a excitagdo molecular (Fig. 2.23), e esta passa a um estado de maior

energia, a molécula ¢é excitada a um estado excitado singleto (Sn), em seguida, a mesma
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molécula sofre relaxagdo e passa ao seu estado excitado singleto, de menor energia (Si).

A partir do estado Sy, a molécula podera tender para uma das seguintes situagdes [46].
»  Se nio houver diferencas significativas de energia entre o estado excitado e
o estado fundamental, a molécula podera ser levada ao seu estado de menor ener-
gia sem emissdo de qualquer radiacio eletromagnética.

»  Se a diferenca energética entre o estado excitado e o estado fundamental for
significativa, a molécula emitira radiagdo na forma de luz, isto ¢, fluorescéncia.
Na espectrometria por fluorescéncia, que permite a identificacdo de compostos flu-
orescentes, a emissio de luz observada ¢é diretamente proporcional a concentragio

dos compostos analisados [46].

hosphorescence intersystem I delayed
phesp crassing fluorescence
fluorescence internal
emission conversion

intramolecular
charge transfer

hv

conformational

change
electron
transfer
photochemical proton
transformation transfer

exciplex energy
formation excimer transfer
formation

Fig. 2.23 Modos de transformagio do estado excitado molecular [53].

A detego por fluorescéncia necessita, na maioria das vezes, da chamada derivatiza-
¢do pré- ou poés-coluna para tornar as substincias niao fluorescentes em substincias

fluorescentes, logo detetaveis [50] [46].
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O agente derivatizante mais utilizado na determinacdo por fluorescéncia de #-metil-
carbamatos sdo o ortoftaldeido (OPA) e a principal vantagem que este reagente pos-
sui em relacdo aos outros reagentes derivatizantes, ¢ que este reage rapidamente e
possibilita a detecdo de residuos com valores de MRL muitos baixos. A Fig. 2.24,

representa a reagdo quimica entre a histamina e o reagente derivatizante OPA [40].

. NH, =
. - CHO N .~ 2 =~ =N

= - <,f | \ L
- | N,_.-—‘ L > - \ - N
\\v/ Tamp. Ambignte ' T A

CHO [II ” \>

Complexo N
OPA Histamina Fluorescente l
H

Fig. 2.24 Reagdao do OPA com a histamina, resultando num composto

fluorescente [40].

A estratégia principal de uma boa separagiao cromatografica, baseia-se em uma boa
resolucdo dos picos, assumindo que os componentes em estudo poderio ser deteta-
dos sem problemas de maior. Contudo muitos dos compostos a detetar, como 0s
alifaticos, acidos carboxilicos ou aminoacidos, sao de dificil detecdo por detetores
por absorcio, fluorescéncia ou eletroquimicos. Assim a derivatizagdo constitui uma
ope¢ao para ultrapassar este problema, possibilitando que a muitos compostos sejam
detetados por fluorescéncia, como ¢ o caso dos #-metilcarbamatos. [45].

A derivatizagdo podera ser implementada num sistema de HPLC, antes ou depois da
entrada da amostra na coluna, diferenciando uma derivatizagido pré ou pds coluna

(Fig. 2.25).
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Injetor

Forno de Coluna

{ Coluna —— Detetor a | —‘
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Processamento sinal

Solventes OPA OPA Esgoto

Fig. 2.25 (a) Sistema de derivatizagdo pré coluna; (b) Sistema de

derivatizagio pds coluna.

No trabalho desenvolvido utilizou-se uma derivatiza¢ao automatica pds-coluna, au-
mentando assim a sensibilidade e seletividade do método, e de forma a aumentar a
eficiéncia da derivatizagdo, os compostos sao hidrolisados em primeiro lugar pelo
reagente hidrolisante, (hidréxido de s6dio, NaOH) no reator I do sistema de deriva-
tizagao a 100°C e desta reacdo resultarda um grupo alcool (R-OH), um ido carbonato
(CO3?%) e metilamina (CH3NH>). No passo seguinte, no reator II do sistema automa-
tico de pos-derivatizagdo, que se encontra a temperatura ambiente, o grupo metila-
mina reage com o OPA e um composto nucledfilo, resultante do 2-mercaptoetanol
(HSCH>CH>OH), para a formac¢io de um composto altamente fluorescente (Fig.
2.26) [40].
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H,0 »  CH3NH, + R——OH + CO;*
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/CH3
n- metil carbamato
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S I CH 3

CHO H \/\ /CH3 _—
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CH,
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o) N/ + OH
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X
HO
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Fig. 2.26 Esquema da reagdo de derivatizagdo de um n-metilcarbamato [40].

2.7 Desenvolvimento e validacao de métodos
analiticos.

A validagdo de um ensaio analitico consiste em demonstrar, através de evidéncias
objetivas, que o mesmo ¢é adequado para uma dada analise, assim de acordo com a
Tabela 2.2, podemos dividir as diferentes fases da valida¢éo, no que concerne a um

método analitico de HPLC-FLD.
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Tabela 2.2 Etapas envolvidas no desenvolvimento da generalidade de um método de
HPLC-FLD.

Fases Pardmetros Descrigio

1 Geral Definir qual o objetivo do método, os analitos a es-
tudar e matrizes de interesse

2 FLD Verificacdo dos procedimentos de derivatizacio, in-
cluindo os pardmetros do sistema automdtico de
pos-derivatizagio.

3 Cromatografia Selecdo da coluna, fases moéveis, paraimetros croma-
tograficos como fluxo, temperatura da coluna, vo-
lume de injecio, etc.

4 Validagao preliminar Verificacdo de curvas de calibracio em solvente
para testar o sistema cromatografico e derivatizacdo
automatico.

5 Valida¢io final Estudo dos parimetros da validagao de acordo com

as “guide lines” do laboratério em causa.

Os parametros a estudar dependem das caracteristicas do ensaio analitico (e.g. ensaio
qualitativo ou quantitativo), do tipo e complexidade da amostra, e ndo menos impor-
tante, da experiéncia que o laboratério ja tenha na utilizagdo do método (Tabela 2.3).
O processo de validagdo nio pode de forma nenhuma ser separado do processo de
desenvolvimento do método, porque o desenvolvimento de um método analitico é
um processo “flutuante” e muito pouco metddico, devido as varias altera¢des e con-
digSes que poderdo aparecer durante o processo de analise. Aa validagdo e o desen-
volvimento de um método constituem desta forma um processo interativo, ou seja
os resultados da validagdo podem tornar necessaria a alteragio de um dos parimetros
do método, o que por sua vez podera levar ao inicio de todo o processo de validagio.
Estes parametros poderdo sofrer alteragdes mediante os diferentes tipos de labora-
torios e “guide lines” seguidas, mas regra geral, sdo estes os mais comumente utilizados

para a validagdo de um método analitico [48].

76

Mestrado em Quimica Forense



Desenvolvimento de uma metodologia analitica para determinagio de residuos de 7-metilcarbamatos em amostras
de origem animal utilizando QuEChERS

Os ensaios da validagio da metodologia analitica envolvida neste trabalho, foram
efetuados tendo por base as normas descritas no “Method 1 alidation and Quality Control
Procedures for Pesticide Residues Analysis in Food and Feed”, SANCO/12495/2011), e a
metodologia desenvolvida foi baseado no método interno da divisao de analise de
residuos do laboratério regional da Regido Auténoma da Madeira,
IT.MP.DSLA.01.26 método interno de andlise de residuos #-metilcarbamatos em

amostras vegetais.

Tabela 2.3 Pardmetros a estudar num procedimento de validagio de um método ana-

litico.
Tipo de con- Linear-
6 ~ idade LOD® LOQ" Exatidao Precisdo Seletividade / especificidade
irmagio :
Qualitativo’2 + + - -
Quantitativo + + + +

Na valida¢do do método analitico para a determinagdo dos nove #- metilcarbamatos,

foram avaliados os seguintes pardmetros:

e Especificidade / Seletividade

e  (Gama de trabalho / Linearidade

e LODeLOQ

e DPrecisio (Repetibilidade, reprodutibilidade e precisdo intermédia)

e Exatidao / recuperagio do método

10 Limite de detegao
1 Limite de quantificacido
12 Teste de identificacdo
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2.7.1 Especificidade / Seletividade.

Estes parametros avaliam a existéncia de compostos interferentes que possam com-
prometer a capacidade do método analitico em identificar inequivocamente o(s) ana-
lito(s) em causa, e diferencia-los de outros interferentes como isémeros, metabolitos,
substancias endégenas ou exdgenas, componentes da propria matriz, etc. [48] [49].
Como interferentes, podemos também identificar varias condicionantes como, rea-
¢Oes quimicas existentes durante a corrida cromatografica entre analitos e fases mo-
veis, formacao de complexos, absor¢ao por parte de componentes da matriz ou fases
méveis, interagdes bioquimicas (imunoquimicas ou enzimaticas), aparecimento de
complexos redox.

A especificidade e a seletividade, sdo dois parimetros que estdo intimamente ligados
ao fenomeno de detecio, sendo a especificidade relativa a um método especifico para
um unico analito e a seletividade referente a um método para a detegdo de varios
analitos, com capacidade de distingao entre eles.

Neste trabalho, e tendo em conta que estdo em causa a determinac¢io de varios ana-
litos, estudou-se a seletividade. Uma das formas para a determinacio deste parime-
tro, ¢ injetando um ndmero representativo de amostras brancas, e comparando-as
com amostras da mesma matriz mas fortificadas com o analito em estudo, de modo
a verificar a presenca ou nio de interferentes e o efeito dos mesmos.

Assim, podemos visualmente comprovar o resultado positivo para a matriz fortifi-
cada com o nosso analito, e o resultado negativo para a matriz sem o analito, através
da comparacdo de ambos os cromatogramas.

Nas figuras seguintes (Figs. 2.27, 2.28 e 2.29), podemos verificar, um exemplo pratico
da verificacdo deste parametro, podemos verificar que na matriz nio fortificada, nao
existem interferentes que possam colocar em causa a determinacio inequivoca do
analito de interesse, comparavelmente com a matriz fortificada. Para se excluir que o
pico existente na matriz fortificada nio era um “artefacto da matriz” injetou-se o
padrio puro na mesma concentra¢io (0,06 mg kg-1), verificando-se a verosimilhanca

entre cromatogramas.
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Fig. 2.27 Matriz nio fortificada.
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Fig. 2.28 Exemplo de cromatograma de um padrdo 100% em ACN.
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Fig. 2.29 Exemplo de um cromatograma, com a matriz fortificada.

Neste trabalho, a avaliacdo do parametro seletividade foi determinado por compara-
¢do dos cromatogramas dos padrdes puros, matriz sem fortificacdo e matriz fortifi-
cada, e verificacio visual de algum interferente que pudesse colocar em causa a de-

terminacdo inequivoca deste parametro.

2.7.2 Gama de trabalho e linearidade.

Para qualquer método quantitativo, existe uma gama de concentragdes do analito em
causa, no qual o método podera ter aplicabilidade, sendo que os primeiros valores
dessa gama de concentra¢des podem ser relativos ao LOD e LOQ, definindo-se
como “gama de trabalho”. A gama de trabalho estudada, deverd ter em conta os
valores pretendidos, ou seja, no caso deste trabalho, a gama de trabalho abrange os
valores a determinar na rotina laboratorial para a determinac¢do de #-metilcarbamatos

em amostras de origem animal (0,03 — 0,30 mg kg-') [48] [50].
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A linearidade do método avalia o intervalo de concentra¢oes onde a resposta instru-
mental é proporcional a concentra¢do do analito, demostrando que os sinais analiti-
cos obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra,
dentro do intervalo especificado [48].

Recomenda-se que o estudo da linearidade do método seja feito recorrendo a uma
curva de calibragdo com pelo menos 5 concentracoes distintas (Fig. 2.30). A analise
do ajuste dos dados ¢é efetuado através do coeficiente de determinacio (?), que de-
vera ser proximo de 1, e do grafico de residuos onde a distribuicdo dos mesmos

devera ser aleatéria.

Intensidade
do sinal — - -
Limite da Linearidade
(2 >0.99)
0 T T T T T T T T
0 0.5 1 1.5 2 25 3 35 4 4.5

’ Concentragdo do Analito |

Fig. 2.30 Curva de calibragdo para determinagio da linearidade do

método.

Para proceder a determinacio da linearidade, é construida para cada analito uma reta
de calibracio, devendo ser preparada na mesma matriz que a do estudo previsto, por
adicio de concentragdes conhecidas do mesmo. O numero de pontos de calibracao
para a construgdo da reta deve ser suficiente de forma a definir, adequadamente, a
relacio concentracio / resposta. Por outro lado, devem geralmente ser eleitos em

funcio do intervalo de concentracdes que se espera estudar [48].
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2.7.3 LODeLOQ.

O LOD de uma substancia define-se como a menor concentragio da substancia que
pode ser detetada e diferenciada do “ruido de fundo” do cromatograma sem, no
entanto, ser ainda possivel quantifica-la. Em termos quantitativos, o LOD ¢ determi-

nado pela equacio 2.1 [48].

33 xSy
LOD=| ——— (Equagio 2.1)

Onde:
e Sy desvio padrio residual da curva de calibragio.
X

e b declive da reta.

O LOQ corresponde a menor concentragio da substincia que pode ser determinada
e quantificada com precisdo e exatiddo. Em geral, o LOQ pode ser considerado o
ponto minimo da reta de calibracio do analito, isto, quando se trabalha em niveis
baixos de concentrages.

Em termos quantitativos, o LOQ ¢é determinado pela equagio 2.2 [48].

10 X Sy
LOQ= TX (Equacio 2.2)
Onde:
e Sy desvio padrio residual da curva de calibracio (equagio 2.3).

2
_1Z i = (a4 byl
Sy=

Y N2 (Equagdo 2.3)

e b declive da reta.
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2.7.4 Precisao.

A precisio de um método analitico descreve a proximidade das medidas individuais
do analito quando o procedimento ¢é aplicado repetidamente a multiplas aliquotas de
um mesmo volume homogéneo de uma matriz, ou seja, permite observar o grau de
concordancia (grau de dispersio) entre uma série de medidas obtidas a partir de uma
amostra homogénea [48] [51].

Este parametro de validagao, engloba a variabilidade dos resultados em trés situagdes,
a utilizacdo do método analitico em condi¢des idénticas, isto é, medi¢Oes efetuadas
com o mesmo procedimento, mesmo analista, mesma instrumentagio (repetibili-
dade), avaliar a imprecisao a um nivel mais abrangente, refletindo as diferencas alea-
torias esperadas para a comparagido dos mesmos resultados entre laboratorios distin-
tos (reprodutibilidade intralaboratorial) e medir a concordancia entre os resultados
obtidos no mesmo laboratério, variando alguns itens, como analista e/ou equipa-
mentos (precisdo intermédia).

Para o calculo da repetibilidade devemos efetuar varias andlises, com pelo menos 5
réplicas, para cada um dos niveis de fortificagdo, neste caso RL 4RL e 8RL (RL=0,03
mg kg!), avaliando posteriormente o grau de concordancia entre os resultados das
varias medicOes sucessivas, efetuadas sob as mesmas condicdes de medicio.

Na reprodutibilidade, avaliamos a imprecisdo ao nivel mais abrangente, refletindo as
diferencas aleatérias esperadas na comparagio dos resultados obtidos entre os varios
laboratérios envolvidos.

No caso da precisao intermédia, este parametro refere-se a concordancia entre resul-
tados do mesmo laboratério, embora obtidos em dias diferentes, com analistas e
equipamentos diferentes.

Tanto a repetibilidade como a precisdo intermédia sdo traduzidas pelo coeficiente de

variacdo (% CV) ou desvio padrio relativo (do inglés random standart desviation %o
RSD), cujo valor deve ser inferior a 20% (equacio 2.4) [48].

% CV== x 100 (Equagao 2.4)

s
X
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Onde:
e s desvio padrio (equagio 2.5)
e X média dos resultados (equagio 2.6)

e CV coeficiente de variacio.

1
n =

(x%)° ’ ~
s= Z N1 (Equagio 2.5)

i=n

Xi
X= Zl N (Equagao 2.6)
i=

Onde:
e N — numero total das medidas

e X - medidas individuais
2.7.5 Exatidao.

A exatiddo ¢é definida como sendo a concordancia entre o resultado de um ensaio e
o valor de referéncia aceite como verdadeiro, ou seja exprime a concordancia entre
o valor real determinado pelo método (resultado obtido) e o valor de referéncia (re-
sultado esperado) [48].

As amostras possuem inimeros componentes, que poderdo interferir com a analise
cromatogtifica, logo a medida pode ser afetada por um erro sistematico e/ou por
um erro aleatério. No entanto, a exatiddo ¢ frequentemente usada apenas para des-
crever a componente do erro sistematico, isto é, sendo definida como a diferenca
entre a média dos resultados de uma série de ensaios e um valor tedrico aceite como
exato, podendo ser expressa como um desvio entre essa média e o valor considerado
verdadeiro, ou como percentagens de recuperagio de um dado analito em estudos

efetuados sobre amostras fortificadas.
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A exatiddo, também confere um caracter “fidedigno” ao método extrativo selecio-
nado, ja que, as amostras biol6gicas devido a sua complexa composi¢io, necessitam
de procedimentos de extracio eficientes, que sejam capazes de eliminar possiveis in-
terferéncias e extrair os analitos de interesse, sem que essas etapas, procedentes do
processo de extracdo, possam conduzir a perda inevitavel dos nossos analitos [48].
Este parametro, exatidio, pode ser determinado de varias maneiras, como a utiliza¢ao
de padrdes de referéncia, método de adigdo de padrio, comparagio de métodos ou
procedimentos analiticos validados e pelo calculo da percentagem de recuperacao da
quantidade conhecida do analito adicionado a amostra, sendo este tltimo o procedi-
mento adotado neste trabalho.
Para a avaliacdo da exatiddo foram injetadas em triplicado no sistema HPLC - FLD
as solucoes de amostra fortificada em trés niveis de concentracio, tal como indicado
(2RL, 6RL, ¢ 10RL, sendo que RL = 0,03 mg kg1).
Determinaram-se as areas obtidas e foi calculada para cada um dos compostos em
estudo a percentagem de recupera¢io para cada nivel de concentracio nas matrizes
analisadas.
A recuperacio do método mede o rendimento da extragdo, ou seja, a fracdo de massa
do analito contido na amostra que se encontra presente no extrato final do processo
extrativo. De um modo simples, este parametro avalia a “capacidade do método de
extracdo em extrait’” com alto rendimento o nosso analito da mattiz em causa, sem a
perda do mesmo.
A percentagem de recuperacio pode ser obtida através da equacio 2.7 [48].

valor medido

R a0 (%)= X 100 E 30 2.7
ecuperagao( °) valor tedrico fortificado (Equagao 2.7)

Os ensaios de recuperagio, sio tio mais exatos quanto mais préximo dos 100%,
sendo que recuperagoes entre 70 e os 120% poderao ser considerados para uma boa
sensibilidade e exactiddo do método [48§]

Outro dos parametros que poderiam ser estudados junto com a exatiddo , seria o
“carryover”, que consiste no estudo dos fenomenos de arrastamento em conjunto com

a eficiéncia da extracao, obtida através da exatidao [48] [49].
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Este procedimento consiste, na inje¢do de amostras fortificadas, em trés niveis de
fortificacdo, para o estudo da eficiencia da extra¢do, juntamente com duas amostras
“brancas”, que seriam injetadas entre as amostras fortificadas, para detectar uma
possivel contamina¢do. Posteriormente visualizava-se o0s cromatogramas das
amostras “brancas” e visualizavamos a existéncia de contaminagio por parte das
amostras fortificadas.

Este passo nio foi concretizado, por nio fazer patte dos procedimentos de validagao

de métodos analiticos em rotina no LRVSA.
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Capitulo 111
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3 Procedimento Experimental.

3.1 Material.

Para a execucio deste trabalho foram adquiridos os seguintes materiais e reagentes;
acetonitrilo (ACN) (99.8% pureza, Merck®), metanol (MeOH) (99.9% pureza, Carlo
Erba® HPLC Gold Ultragradient), 2-mercapto-etanol (HSCH.CH>OH) (98% pu-
reza, Merck®), ortoftaldeido (CsH¢O2, OPA) (97% pureza, Fluka®), acido boérico
(H3BO3) (99.8% pureza, Sigma-Aldrich®), hidréxido de sédio (NaOH) (99% puteza,
Riedel-de Haén®), citrato de sédio dibasico sesquihidratado (CsHgNa>2O7-1.5H>0)
(99%  pureza, Sigma-Aldrich®), citrato de soédio tribasico dihidratado
(CsHsNa3O7-2H20) (98% pureza, Sigma-Aldrich®), cloreto de sédio (NaCl) (99.8%
pureza, Fischer Scientific®), sulfato de magnésio (MgSQOs) (96% purity, Panreac®),
amina primaria e secundaria (PSA) (100% pureza, Supelco®), acido acético
(CHsCOOH) (99.9% pureza, Merck®), foram adquiridos a empresa JMGS — José
Manuel Gomes dos Santos, Lda, reagentes para analise e uso cientifico — material de
laboratério (Odivelas, Portugal). Os padrdes dos #- metil carbamatos, aldicarbe sul-
toxido, oxamil, metomil, 3-hidroxi-carbofurio, aldicarbe, carbofurio, propoxur, car-
baril e metiocarbe, foram adquiridos a empresa Dr. Ehrenstorfer® GmbH (Augsburg
— Germany), sendo a pureza de todos os padrdes superior a 98%. Utilizou-se durante
todo o método analitico e valida¢io 4gua ultrapura (18.2 MQ.cm a 25 °C) obtida
através do sistema purificador Milli-Q (Millipore-Simplicity® 185, Franca); a deriva-
tizagao pos coluna dos n- metil carbamatos foi obtida com o sistema de derivatizagao
automatica pinnacle PCX (Pickering® Laboratories, USA); o HPLC-FLD Agilent®
1200 series, foi adquirido 2 empresa SOQUIMCA (Lisboa, Portugal) e a coluna ana-
litica (C8 5um, 4.0 X 250 mm) adquirida a Pickering® Laboratories (USA); foi utili-
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zado também utilizado o vortex Heidolph® instruments reax top (Germany), a Cen-
trifuga P-select meditronic BL-S, o dispensador automatico Opus Hirschmann La-
borgate® 20 mL ex 20°C, o Rotavapor Heidolph® Laborota 4001 efficient, a Balanca
precisa gravimetrics XB 1200C Dietikon, Swit. Todas as amostras usadas neste tra-
balho, foram filtradas com filtros de 0.20 pm Grace Davison Discovery®, USA, o
método QuEChERS usa tubos teflon de 50 mlL..

3.2 Preparagio das solugdes e amostras.

3.2.1 Solugoes padrio.

As solugbes padrao (Anexo - Tabela A.2) utilizadas para a mistura dos #-metilcarba-
matos, foram obtidas por diluicdo das diferentes “solucGes mae” com concentragao
de 400 mg L. Estas solu¢coes individuais de cada padrdo, encontravam-se previa-
mente preparadas e armazenadas a 1.5°C. A sua preparacio foi da responsabilidade
dos técnicos analistas do LRVSA, que por norma ndo permite a sua realizacio por
estranhos a0 servico.

A partir das solu¢oes mae de 400 mg L' de cada um dos padrdes, preparou-se uma
“solucio mistura” intermédia de 200 mg L' de todos os padrdes, e posteriormente
uma solugio de trabalho a 10 mg L1, resultado da dilui¢do da solu¢do mistura inter-
média de 200 mg L -1 (Fig.3.1). Todas estas solugdes foram armazenadas a 1.5°C.

Para o calculo das varias dilui¢oes utilizou-se a seguinte expressao (equagdo 3.1):

Concentragio jpicial X Volume jpicia1 = Concentragio gna X Volume gn, (Equagio 3.1)
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Padrdes 400 mg L1

SRR RCNCNCNCNCN

.

Solucao mist}Jra 200 mg L
Solug&o mistura 10 mg Lt

Fig. 3.1 Preparagio das solugdes de trabalho.

3.2.2 Amostras.

A amostra utilizada durante toda a validacdo do método, foi fornecida pelo centro de
abate da Regidao Auténoma da Madeira (CARAM), e foi previamente rastreada, por
um sistema cromatografico HPLC - MS/MS, apés procedimento extrativo, para ex-
cluir a presenca de #-metilcarbamatos ou de outros analitos que possam colocar em
causa a validacio.

Para aplicacio do método as amostras foram obtidas num supermercado local.
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3.2.3 Processamento da Amostra.

Utilizou-se aproximadamente 150 g de musculo de suino (Fig. 3.2), cedido pelo CA-

RAM. Estas amostras foram cortadas em pequenos cubos e congeladas (-18°C) du-

rante aproximadamente 24h.

Fig. 3.2 Musculo de suino cortado em cubos e congelado posteriormente.

Posteriormente, a amostra foi triturada intensivamente, até se obter uma mistura fina

homogénea, voltando-se a congelar (-18°C) até a0 momento da extragio (Fig. 3.3).

Fig. 3.3 Trituragido / homogeneizagdo da amostra.

91

Mestrado em Quimica Forense



Desenvolvimento de uma metodologia analitica para determinagio de residuos de 7-metilcarbamatos em amostras
de origem animal utilizando QuEChERS

Em relacdo ao processamento da amostra para fins de analise de residuos de pestici-
das em alimentos, a OMS define alguns aspetos gerais da metodologia referentes a
recolha da amostragem, processamento e postetrior armazenamento [11].

No que diz respeito as amostras, a OMS refere que estas devem ser analisadas o mais
rapidamente possivel ap6s a sua colheita antes da ocorréncia de alguma alteragao
fisica ou quimica [11]. No caso de ser necessario conservar as amostras por longos
periodos antes da sua analise, devem utilizar-se, sempre que possivel, recipientes es-
tanques e o armazenamento deve ser efetuado sob refrigeracio. Como possiveis fon-
tes de degradacdo de pesticidas destaca-se a luz. Desta forma, a amostra e todas as
solugdes e extratos devem ser mantidos ao abrigo da luz.

O tipo de material a utilizar durante a analise ndo deve interferir com a amostra.
Assim, todos os solventes e reagentes a utilizar devem estar isentos de substancias
que possam interferir ou que provoquem alguma degradagio dos pesticidas na amos-
tra. Os solventes devem possuir um elevado grau de pureza e devem ser sempre
efetuados ensaios em branco por forma a demonstrar a auséncia de interferéncia com

a matriz a analisar [11] [27].
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3.3 Procedimento de extragio QuUEChERS.

Pesou-se 10 £ 0.1 g de amostra, previamente processada, para um tubo de teflon de

50 ml. (Fig. 3.4).

Fig. 3.4 Pesagem do musculo de suino, previamente homogeneizado.

Fortificaram-se as amostras com a mistura padrdo com os nove 7-metilcarbamatos
em estudo: aldicarbe sulfoxido, oxamil, metomil, 3- hidréxicarbofurao, aldicarbe, car-
bofurio, propoxur, carbaril e metiocarbe (soluciao padrao de 10 mg L-1) para os dife-
rentes niveis da curva de calibragao (0,03; 0,12; 0,24; 0,36; 0,48; 0,30 mg kg1).

Posteriormente foram adicionados 10 mL de ACN acidificado (1% de CH3COOH),
e agitou-se vigorosamente durante aproximadamente 1 min para induzir a extragiao

dos pesticidas para a fase aquosa (Fig. 3.5).
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E Pesagem da amostra

Fortificacao para os diferentes niveis da curva
de calibragédo

Adic&o de 10 mL ACN acidificado com 1% de

. e Agitagdo vigorosa 1 min
acido acético gitag 9

Fig. 3.5 Fase de extragdo, matriz com ACN acidificado (1% de CH3;COOH).

Seguidamente foi adicionada a “mistura QuEChERS” de 4 g de MgSOs4, 1 g de NaCl,
0.5 g de CsHeNa0O7-1.5H20 e 1 g CsHsNa3;O7-2H20. Centrifugou-se a 3000 rpm
durante 5 min (Fig. 3.0).
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Fig. 3.6 Fase da extragio liquido-sdlido 1 - “mistura QUEChERS”; 2 — 6,5 g da

“mistura QUEChERS?”; 3 e 4 — agitagio e centrifugagio.

Foi pipetado 3 ml do sobrenadante obtido apéds a centrifugacio anterior (Fig. 3.7)
para um tubo teflon de 10 mL aos quais se adicionaram 600 mg de MgSO4e 200 mg
de PSA, seguindo-se nova agitagdo durante 5 minutos num agitador tipo vortex e

centrifugacdo durante 5 minutos a 3000 rpm (Fig. 3.8).

Fig. 3.7 Resultado ap6s o procedimento de extragio QuEChERS antes do “clean-

up”.
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Fig. 3.8 Fase do “Clean up”’1 e 2 — pipetar 3 mL do sobrenadante; 3 — colocar num
tubo teflon de 10 mL; 4 — adigdo de 600 mg de MgSOqe 200 mg de PSA; 5 — Agitagido

e centrifugagio.

Foi retirado 2 ml do sobrenadante para um baldo e esta solucio foi evaporada em

rotaevaporador e completada para cerca de 1 ml com 10:90 (ACN: HO) (Fig. 3.9).

Fig. 3.9 Evaporagio e reconstitui¢io do sobrenadante.
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3.4 Anilise p6s HPLC-FLD com derivatiza-
¢a0 automatica pos-coluna.

A analise foi efetuada utilizando um cromatégrafo liquido com detetor de fluores-
céncia (1200 series Agilent Technologies, Alemanha) acoplado com um sistema de
derivatizagdo automatico, pos coluna Pinnacle PCX da Pickering Laboratories (Fig.
3.10), EUA, software HPLC 1200 series, equipado com uma Coluna carbamate
analysis (serial 002831) C8 4.0 m X 250 mm, 5 um (Pickering Laboratories, E.U.A).

Fig. 3.10 HPLC 1200 series da Agillent e Pinnacle PCX da Pickering.

As condi¢bes cromatograficas finais obtidas ap6s otimiza¢io do método estao des-

critas nas Tabelas 3.1 e 3.2.
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Tabela 3.1 Condigdes utilizadas em HPLC e PCX Pinnacle.

Fluxo 0,900 mL min. !
Temp. coluna 40 °C
Equilibrio 10 min.

Volume Inje¢dao 100 pL.

A Excitagdo 330 nm

A Emissao 465 nm

Temp. reator 100 °C

Vol. Hidrolisante 0,3 mL min. -
Vol. OPA 0,3 mlL. min. -!

Tabela 3.2 Gradiente das fases moveis.

Tem o ' 0/0 A 0/0 B
PO min. 11004, ACN: 90% H,0] [80% ACN: 20% H,O]
0,00 95 5
5,00 95 >
40,00 47,2 52,8
45,00 20 80
50,00 20 80
50,10 95
55,00 95
08

Mestrado em Quimica Forense



Desenvolvimento de uma metodologia analitica para determinagio de residuos de 7-metilcarbamatos em amostras
de origem animal utilizando QuEChERS

Capitulo IV
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4 Resultados e Discussao.

4.1 Estudo das solugdes padrio dos n-metil-
carbamatos em ACN.

O cromatograma para o estudo dos padrdes foi obtido através da injecdo direta da
solugdo padrio a 0,03 mg L-!- obtida a partir da dilui¢do da solugio de trabalho de 10
mg L1, (Fig. 4.1).

Este cromatograma (Fig. 4.2) foi o ponto de partida para a identificagio dos #-metil-
carbamatos e a determinacio dos tempos de retengio (t) por HPLC/FLD (Tabela
4.1).

5mL 0.5mL

ACN

Mistura 400 Mistura 200 Mistura 10
mg L1 mg L1 mg L1

Fig. 4.1 Diluigées para estudo das solugdes padrios dos n-metilcarbamatos.
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LU 1

Fig. 4.2 Solugdo padrio a 0,03 mg L, 1 - aldicarbe sulf6xido, 2 — oxamil, 3 —
metomil, 4 — 3-hidroxicarbofurdo, 5 — aldicarbe, 6 — propoxur, 7 — carbofurio, 8 —

carbaril, 9 — metiocarbe.

Tabela 4.1 Tempos de retengio dos nove n-metilcarbamatos obtidos a partir da inje-

¢ao direta da solugido padrio com concentragio de 0,03mg L.

n-metilcarbamato  t; (min)

Aldicarbe Sulféxido 4,880

Oxamil 7,270

Metomil 8,380

3-Hidroxicarbofurio 15,480
Aldicarbe 23,400
Propoxur 30,200
Carbofurio 30,940
Carbaril 33,410
Metiocarbe 43,440

Em anexo encontram-se os cromatogramas de cada um dos nove z-metilcarbamatos

injetados individualmente.
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4.2 Seletividade.

Para a avaliacdo da seletividade, foi utilizado o método por comparagio dos croma-
togramas da matriz com fortificacdo e da matriz sem fortificagao (Fig. 4.3).
Assim, injetaram-se 2 solu¢bes: 1 - matriz fortificada com 0,06 mg kg'!, a partir da

solucio de trabalho a 10 mg L!; 2 - matriz nao fortificada.

matriz fortificada
0.30 mg kgt

Mistura 10
mg L

Matriz ndo
fortificada

g | T |

Fig. 4.3 Procedimento para o estudo da seletividade do método.

LU

50
8
40
3 5
| 6 7
30 Matriz Fortificada | | | 9
1 2 )
\ | 4
|
20
10| | .
Matriz sem fortificac@o
0 -
10 20 30 40 min

Fig. 4.4 Matriz sem fortificagido (cromatograma a vermelho) e matriz fortificada 0,06
mg kg (cromatograma a azul) em musculo de suino. 1 — aldicarbe sulféxido, 2 —
oxamil, 3 — metomil, 4 — 3-hidroxicarbofurio, 5 — aldicarbe, 6 — propoxur, 7 —

carbofurio, 8 — carbaril, 9 — metiocarbe.
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Podemos verificar a partir da Fig. 4.4, que ndo existem interferentes significativos na

matriz, que possam colocar em causa a determinag¢io da seletividade do método.

4.3 Linearidade do método.

Para a determinacio da linearidade foi preparada uma curva de calibracio e respetivo

grafico de residuos com 6 pontos de concentracdes em quadruplicado de 0,03 a 0,3

mg kg!, por fortificagdo de aliquotas de 1 mL de extrato de musculo de suino

(branco), a partir da solu¢do padrio de trabalho dos nove #-metilcarbamatos de 10

mg L1 (Fig. 4.5).

Apbs a injecdo das amostras procedeu-se a obten¢do das curvas de calibragio e a

analise dos resultados (Tabela 4.2), verificando-se havia existéncia de uma rela¢do

linear. Os resultados obtidos que permitiram verificar a linearidade do método foram

sujeitos a um tratamento estatistico através da folha de calculo Excel (Anexo - Tabela

A3).
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Fig. 4.5 Curvas de Calibragao e graficos de residuos dos varios n-metilcarbamatos

em musculo de suino.
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Tabela 4.2 Resultados relativos ao calculo da curva de calibragdo para cada um dos

nove n-metilcarbamatos.

Pico  n- metilcarbamatos Equagio da reta 12 Gama-
(mg kg-)
1 Aldicarbe Sulfoxido y=677,1x+0,1807 09994 0,03 —0,30
2 Oxamil y=630,76x+0,8428 0,9997 0,03 -0,30
3 Metomil y=839,12x+0,3412 0,9999 0,03 -0,30
4  3-Hidroxi-catbofurdo  y=502,01x+0,3441 09998 0,03 —0,30
5 Aldicarbe y=774,66x-0,1999 0,9999 0,03 -0,30
6  Propoxur v=839,8x-0,006 0,999 0,03 — 0,30
7  Carbofurio y=795,19x-0,4151 0,9999 0,03 0,30
8 Carbaril y=1377,5x+0,4274 1,0000 0,03 -10,30
9  Metiocarbe y=700,82x+0,1828 1,0000  0,03—0,30

Os critérios de aceitacdo das curvas de calibracdo foram a inclusio do valor zero na
interseccdo da curva com o eixo das ordenadas e um coeficiente de correlagio (r2)
superior a 0,9994. No que diz respeito aos graficos de residuos, atendendo a que os
residuos calculados distribuem-se aleatoriamente em torno das linhas de reta dos res-
petivos graficos, podemos confirmar a linearidade do método para os analitos em
estudo, pelo contrario, no caso de tendéncias sistematicas na analise dos graficos de
residuos indicam a nao linearidade.

No que diz respeito a gama de trabalho, para alguns destes #z-metilcarbamatos, uma
concentragdo de 0,03 mg kg-! como primeiro ponto da curva de calibragio, podera
nao ser suficiente e possivelmente serd necessario que seja criada uma curva de cali-
bracio que abranja valores mais pequenos, da ordem dos 0,01 mg kg

Este estudo compreendeu apenas o estudo da linearidade de 0,03 a 0,30 mg kg!, pois
abarca grande patte das concentracSes verificadas em ilicitos onde os #-metilcarba-
matos sao protagonistas e nao é expectavel em caso de ilicito grave que concentra-

¢oes 0,01 mg kg'! sejam encontradas, mas sim concentra¢Ses supetiores a 0,03 mg
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kgt [15]. A curva de linearidade podera mais tarde vir a ser adaptada a rotina do
laboratério, permitindo proceder a uma quantificagdo com uma curva mais adequada

a concentragﬁo presente nas amostras.

4.3.1 Efeito Matriz.

Através do estudo da linearidade, calculou-se o “efeito matriz” através dos valores
obtidos na 9 injecoes efetuadas na calibragio de 0,06 mg kg'!, em comparagido com
o mesmo numero de inje¢des mas numa solucio padrio na mesma concentracio

(Fig.4.6).

_’?’:M“ . | Extracdo P ]
e P BN PR / /
/£

r1

"«
/

Matriz Extrato /" 0.06 mg kg
da Matriz /&
V4
&
S
S
/"
/ =1
- 0,06 mg L
Solucéo
padrdo
mg L’

Fig. 4.6 Procedimento experimental relativo ao calculo do efeito matriz.

O efeito de matriz ¢ um importante pardmetro a ser avaliado durante o desenvolvi-
mento e validagdo de um método analitico. Este efeito ocorre quando substancias
inerentes a matriz biolégica eluem em simultaneo com os compostos de interesse,
colocando em causa a validacdao do ensaio analitico.

Para os n-metilcarbamatos, oxamil, aldicarbe, carbofurdo, carbaril e metiocarbe, ¢

tendo como valores de referéncia obtidos (Tabela 4.3), o teste I Fischer conduz a
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valores de teste de 1,197; 2,674; 1,118; 0,007 e 2,968, que sio inferiores aos valores
previstos pela distribuicdo F unilateral ao nivel de confianca de 95% (0,291 e 3,43),
sendo aceite a nossa hipotese nula, “a matriz ndo tem efeitos significativos na validacao do
método”.

Para os n-metilcarbamatos, aldicarbe sulféxido, metomil, 3-hidroxicarbofurio e pro-
poxut, os valores do teste F (0,655; 13,702; 29,362; 0,923) foram supetiores ao valor
ctitico de F, rejeitando-se a hipdtese nula, assim sendo, promoveu-se a analise dos
mesmos valores sob a forma do teste t Student, para excluir em definitivo se a matriz
tém ou nio efeitos significativos que possam colocar em causa a validacio do mé-
todo.

Os valores do T experimental calculados (1,416; 1,653; 0,419; 0,910) foram inferiores
ao valor T critico (1,860), para um nivel de confianca de 95%, sendo aceite a nossa

hipétese nula, “a matriz nio tem efeitos significativos na validagao do método”.

Tabela 4.3 Resultados relativos ao calculo do efeito matriz, através dos testes F (Fis-

cher) e ¢ (Student) para cada um dos nove n-metilcarbamatos.

Matriz Calibracio Teste F Teste T

n-metilcarbamatos

Média  Desvio Médiadas Desvio F experimen-

das areas Padrio areas Padrio al F aiico T experimental T critico
Aldicarbe Sulfoxido 30,490 0,410 30,490 0,506 0,655 0,291 1,416 1,860
Oxamil 39,921 1,919 39,921 1,754 1,197 3,438
Metomil 50,664 1,859 50,664 0,502 13,702 3,438 1,653 1,860
3-hidroxicarbofurio 30,592 2,271 30,592 0,419 29,362 3,438 0,419 1,860
Aldicatbe 47,523 1,537 47,523 0,940 2,674 3,438
Propoxur 47,533 2,804 47,533 2,919 0,923 0,291 0,910 1,860
Carbofurio 49,371 2,712 49,371 2,564 1,118 3,438
Carbaril 71,118 1,359 71,118 10,787 0,007 0,264
Metiocarbe 40,949 2,957 40,949 1,716 2,968 3,438

Critério de aceitacio da hipétese nula (HO), "matriz sem efeito significativo sobre a validagio do método", valor de F ou T experimental tem de ser menor que o valor

critico

108

Mestrado em Quimica Forense



Desenvolvimento de uma metodologia analitica para determinagio de residuos de 7-metilcarbamatos em amostras
de origem animal utilizando QuEChERS

4.4 Determinacao do LOD e LOQ.

Os LOD e LOQ dos pesticidas em estudo (Tabela 4.4), foram preparados, através
da injecio de 10 replicados para cada pesticida, no ponto mais baixo da curva (0,03
mg kg!) ou seja, perto do limite de detegdo esperado, por fortificagio de um branco
de musculo de suino a partir da solu¢ao padrao a 10 mg L

Uma vez obtidos os valores, o LOD e o LOQ sio calculados aplicando as equagoes

2.1 e 2.2 respetivamente.

Tabela 4.4 Resultados obtidos no estudo do pardmetro de validagio do LOD e LOQ

para os nove n-metilcarbamatos.

n-metilcarbamatos LOD LoQ
(ng kg-1) (mg ke-1)

Aldicarbe Sulf6xido 0,0027 0,0090
Oxamil 0,0035 0,0115
Metomil 0,0035 0,0116
3-hidroxicarbofurio 0,0038 0,0128
Aldicarbe 0,0084 0,0279
Propoxur 0,0034 0,0113
Carbofurio 0,0034 0,0112
Carbaril 0,0017 0,0055
Metiocarbe 0,0045 0,0148

Pela rapida observagio da Fig. 4.7, podemos verificar ainda, que a maioria dos limites
LOD e LOQ encontram-se abaixo dos MRL’s estipulados (Tabela 1.3), ou seja, o
limite de quantificagdo ¢é inferior ao valor da concentracdo do primeiro calibrador da
reta de calibracdo, para todos os n-metilcarbamatos estudados, o que estd em con-

formidade com os requisitos estabelecidos no estabelecimento deste parimetro.

109

Mestrado em Quimica Forense



Desenvolvimento de uma metodologia analitica para determinagio de residuos de 7-metilcarbamatos em amostras
de origem animal utilizando QuEChERS

No caso do Oxamil, que nio possui MRL em amostras de origem animal, nio serd
permitido qualquer valor de residuos de n-metilcarbamatos neste tipo de amostras

pelo que, podemos deduzir que qualquer valor encontrado incorre num ilicito.
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Fig. 4.7 Comparagio entre o MRL estipulado e os valores obtido no estudo do LOD

e LOQ.

Os calculos auxiliares para a avaliacdo deste pardmetro foram efetuados com auxilio

do Excel, e estdo apresentados em anexo (Anexo - Tabelas A.4, A.5, A.0).

4.5 Precisao.

A avaliacio da precisio do método foi obtida através do calculo da repetibilidade e
precisio intermédia através da variacdo do operador.

A repetibilidade do método foi estudada pela da injecao de 9 replicados independen-
tes, preparados por fortificacio de amostras de musculo de suino nos 3 niveis de
concentragio ja referenciados (0,06; 0,18 e 0,30 mg kg, a partir da solugio de tra-
balho de 10 mg L1 (Fig. 4.7).
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Fig. 4.7 Procedimento experimental relativo a avaliagio da precisio.

Depois de injetadas as amostras, calculou-se a média, desvio padrio, e o coeficiente
de variacio.

A precisao intermédia do método foi estudada pela da injecio de 9 replicados inde-
pendentes, preparados por fortificagdo de amostras de musculo de suino nos 3 niveis
de concentracio ja referenciados (0,06; 0,18 e 0,30 mg kg1), este ensaio foi reprodu-
zido por um técnico analista do LRVSA.

Depois de injetadas as amostras, calculou-se, a média, desvio padrio e o coeficiente

de variacdo (Tabelas 4.5 ¢ 4.6)
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Tabela 4.5 Estudo da repetibilidade (n° de replicados = 9).

#n- metilcarbamatos 0,06 mg kg ! 0,18 mg kg ! 0,30 mg kg -1
Média Desvio % CV ~ Média Desvio %CV ~ Média Desvio % CV
Padrio Padrio Padrio
Aldicarbe Sulféxido 30,90 0,43 1,41 106,83 0,77 0,72 159,71 1,07 0,67
Oxamil 41,85 2,04 4,86 110,69 4,40 3,96 171,21 1,74 1,01
Metomil 59,00 1,84 3,12 149,92 1,63 1,09 197,27 1,49 0,76
3-hidroxicarbofurio 30,95 0,68 2,18 79,53 1,00 1,26 138,36 0,69 0,50
Aldicarbe 49,60 1,18 2,38 133,52 0,97 0,72 257,99 0,64 0,25
Propoxur 49,00 1,49 3,04 140,50 5,04 3,59 216,33 3,24 1,50
Carbofurio 46,09 0,69 1,50 121,44 0,87 0,72 235,17 0,46 0,19
Carbaril 78,97 0,55 0,69 215,29 2,51 1,17 450,00 8,76 1,95
Metiocarbe 41,08 1,12 2,73 118,97 0,43 0,36 197,91 1,18 0,59

Critério de aceitagdo % CV <20%
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Tabela 4.6 Estudo da precisdo intermédia (n° de replicados = 9 com um analista diferente)

#n- metilcarbamatos 0,06 mg kg ! 0,18 mg kg ! 0,30 mg kg 1
Média Desvio Padrio % CV Média Desvio % CV  Média Desvio % CV
Padrio Padrio
Aldicarbe Sulféxido 30,70 0,65 2,10 105,26 3,31 3,14 159,20 1,11 0,70
Oxamil 41,91 0,73 1,73 109,76 1,24 1,13 171,70 0,34 0,20
Metomil 61,13 1,29 2,11 150,40 0,19 0,13 202,07 0,23 0,12
3-hidroxicarbofurio 33,52 1,79 5,33 86,18 1,30 1,51 134,98 0,13 0,10
Aldicarbe 50,76 0,48 0,83 137,99 0,85 0,62 253,61 0,41 0,16
PIOPOXHI 48,40 0,53 1,09 132,70 0,44 0,33 220,73 0,85 0,39
Carbofurio 45,90 0,44 0,93 110,63 0,71 0,64 234,67 0,54 0,23
Carbaril 76,06 2,12 2,78 231,08 2,89 1,25 44929 4,37 0,97
Metiocarbe 41,08 0,59 1,43 119,71 0,46 0,38 197,96 2,23 1,13
Critério de aceitagdo % CV <20%
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Para o estudo da precisdo intermédia, poderiam ser realizadas algumas alteracdes,
como sendo o tempo de extragdo, reagentes, o técnico, a operacionalidade do equi-
pamento, o que poderia alterar o normal funcionamento do laboratério, contudo e
devido as “contingéncias laboratoriais”, optou-se por apenas designar um técnico
diferente para a realizacdo do procedimento.

A avaliacdo da precisio em termos de repetibilidade e de precisdo intermédia tem
como base o cilculo do % CV, que no ideal, ndo devera ser superior a 20%. Verifi-
cando as Tabelas 4.4 e 4.5 podemos verificar que este critério foi cumprido nos dois
parametros da precisio, sendo possivel concluir que o método se encontra validado

em termos da precisio do método.

4.6 Exatidao.

No que concerne a este trabalho, e de acordo com as normas do LRVSA, foi utilizado
a recuperacio do método como forma de avaliar a exatiddo.

Assim, este parametro foi calculado como percentagem de recuperagio do método,
procedendo-se a comparag¢io da quantidade conhecida do analito adicionado a amos-
tra e posterior procedimento de extragdo, com a quantidade de analito encontrado
na calibracdo em matriz, apds o procedimento de extracio, utilizando a equacio 4.1.
Para a determinacio deste parametro de validagdo, foram determinadas 3 niveis de
fortificacdo como sendo 2RL, 6RL, e 10RL, sendo que RL = 0,03 mg kg1, preparadas
a partir da solu¢ido da mistura a 10 mg L1 (Fig. 4.8).

Para cada um destes niveis, foram preparadas dois tipos de amostra, musculo de su-
ino fortificado antes da extracdo, e muisculo de suino fortificado antes da fase de

€vaporacao.
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0.06 0.18 0.30 0.06 0.18 0.30

Fortificacdo depois do
procedimento de
extraccéo

Fortificacdo antes do
procedimento de extracdo

Fig. 4.8 Procedimento na determinagdo da exatidao.

Posteriormente ambas as amostras apds processo de evapora¢io foram eluidas na

fase de entrada (10% ACN: 90% H-O).
O valor de percentagem de recuperagio (Tabela 4.7 e Fig. 4.9) foi obtido a partir da

injegdo dos 3 niveis de fortificacio em quintuplicado.
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Tabela 4.7 Estudo da exatidido / recuperagio do método.

Recuperagio

Pico n-metilcarbamatos 0,06 (mg ke-1) 0,18mgke1)  0,30(mg ke-1)
1 Aldicarbe Sulfoxido 74,39 90,09 89,22
2 Oxamil 105,20 98,55 89,78
3 Metomil 115,18 98,90 79,88
4 3-Hidroxicarbofurao 102,10 93,11 92,19
5 Aldicarbe 107,58 97,81 106,38
6 Propoxur 105,89 100,46 94,87
7 Carbofurio 102,75 806,02 98,42
8 Carbaril 98,84 91,05 110,25
9 Metiocatrbe 97,57 94,26 94,71
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Fig. 4.9 Percentagem de recuperacgio utilizada para o calculo da exatiddo.

Pela observacio da Fig. 4.9, podemos verificar que os valores de recuperacio deste
método analitico, situam-se entre os 75 e os 115%, sendo possivel concluir que o
método se encontra validado em termos da exatidao do método.

Vetificou-se também e em simultineo com o estudo da exatidio, a ocorréncia de
fenémenos relacionados com “Carryover” ou arrastamento, para despiste de qualquer
contaminagio que pudesse haver nas amostras entre inje¢oes.

Para determinac¢io do “carryover”, foram injetadas entre as amostras correspondentes
a determinacio da exatiddo, amostras brancas, pelo que nio se verificou quaisquer

fenémenos relativos a contaminac¢des de amostra para amostra.
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4.7 Aplicabilidade em amostras reais.

Apbs validacdo do método no LRVSA, procedeu-se a aplicagdo do método analitico
a amostras obtidas em trés superficies comerciais distintas, na area do Funchal, e
procedeu-se de acordo com o método analitico estabelecido.

Na Fig. 4.10, verifica-se que nenhuma das amostras obtidas, apresentava indicios da

presenca de qualquer #-metilcarbamato.
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Fig. 4.10 Cromatogramas obtidos, da analise de amostras de musculo de suino,

obtidas em trés superficies comerciais distintas.
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Conclusﬁes.

A detecio, identificacdo e quantificagdo de z-metilcarbamatos em amostras biologicas
de origem animal, fazem patte dos planos de rastreio e seguranca alimentar estabele-
cidos pela UE.

Por isso, é necessaria uma resposta adequada, rapida e eficaz aos procedimentos de
averiguaciio no ambito da seguranca alimentar de residuos de #-metilcarbamatos em
amostras de origem animal, que possam comprometer de certa forma a salubridade
dos alimentos em causa, colocando em risco a saude dos consumidores.

A determinagdo dos #-metilcarbamatos em amostras de origem animal, ndo é pratica
comum nos laboratérios de seguranga alimentar mas justifica-se pelo fato de estes
serem os pesticidas mais utilizados atualmente na agricultura, sendo por isso utiliza-
dos na mitigacio de pragas em culturas muitas vezes utilizadas na base da alimentacio
dos animais domésticos utilizados posteriormente para o consumo humano.

A utilizacdo do procedimento extrativo dispersivo QuEChERS na determinagio de
n-metilcarbamatos em amostras de origem animal, deveu-se ao fato de estas amostras
possuirem uma quantidade de gordura associada o que dificulta a extragio dos resi-
duos, e consequentemente a dete¢io por outros procedimentos tais como a SPE [52]
[53] [54] [55]-

No decorrer do desenvolvimento deste método analitico, houve a necessidade de
recorrer a adaptacdes do método extrativo utilizado na rotina do LRVSA para a de-
tecdo dos mesmos residuos mas em vegetais e frutos, como por exemplo a necessi-
dade de evaporar a amostra e reconstitui-la com a fase mével de entrada, o que para
a detecao dos mesmos residuos em vegetais e frutos nao acontecia, o sobrenadante

era apenas filtrado e injetado diretamente no HPLC-MS /MS.
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No processamento da amostra também se fizeram algumas adaptag¢des, como cortar
grosseiramente a amostra e congelar antes do seu processamento visto que o fracio-
namento das amostras diretamente tornava-se dificil devido ao elevado conteiddo de
gordura, dgua, fibras musculares, etc.
Com o objetivo de comprovar a obtencdo de resultados validos e comparaveis, a
metodologia foi validada através dos parametros mais importantes do procedimento
de validac¢do utilizados no LRVSA durante o seu processo de acreditagio pelo IPAC,
como a seletividade, linearidade do método, repetibilidade e precisio intermédia, li-
mites de determinagdo e quantificacio e exatiddo.
A detegio por fluorescéncia revelou-se adequada em termos de sensibilidade e sele-
tividade, observou-se que ndo existem interferentes da matriz que possam compro-
meter a seletividade do método garantindo uma boa avaliagio quantitativa dos anali-
tos, embora os procedimentos internacionais para este tipo de analise especifiquem
que ¢ preferivel a quantificagio posterior por HPLC-MS/MS [57].
As condi¢bes cromatograficas, HPLC-FLD, também demonstraram serem adequa-
das a boa separagdo dos analitos, com picos cromatograficos simétricos, que garan-
tem uma boa quantificagdo dos analitos nas amostras, embora nio sendo um método
cromatografico rapido, pois a determina¢io dos nove z-metilcarbamatos ocorreu
num intervalo de 55 min.
A nio utilizagdo de um padrio interno, resulta da nio existéncia de erros que pudes-
sem de qualquer forma interferir com a validagiao do método e com a impossibilidade
da obtenc¢io do mesmo durante o periodo da realizaciio do trabalho, esses erros nor-
malmente sdo associados ao efeito matriz, que por vezes dificulta ou impossibilita a
seletividade do método. Pelos resultados obtidos no céalculo do efeito de matriz, cujos
testes estatisticos (I e 7 revelam que a matriz ndo tem qualquer tipo de efeito na
validacio do método [60]
Atualmente existem poucos trabalhos onde associam o método extrativo QuE-
ChERS com amostras de origem animal, e da comparacio direta com outros méto-
dos ja descritos, este método associa duas componentes novas, o método extrativo
em uma matriz de origem animal com algum teor de gordura e a associagio com
detecio por fluorescéncia [62] [64].
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Este método podera ser estendido a outras areas da seguranca alimentar e clinica
veterindria ja que podera ser utilizado para o diagnéstico de intoxica¢des de animais
domésticos e aplicagio de terapéutica adequada, determinagio da morte por envene-
namento, etc. Podera ser utilizado em amostras de outros animais como aves, peixes
etc., desde que estudados todos os parametros da validacio, e que estes sejam os
adequados.

Atendendo aos resultados obtidos, a metodologia analitica apresentada esta apta a
ser aplicada a analise de amostras biolégicas de origem animal que chegarem aos set-
vicos de analise de residuos do LRVSA para o rastreio da presenca e quantificacdo
de #-metilcarbamatos.

Com vista a melhoria do método, serd pertinente estudar a melhor forma de realizar
0 “clean-up” a amostras com maior teor de gordura, aumentando assim a variabilidade
das amostras de origem animal, utilizadas.

A escolha dos nove n-metilcarbamtos prende-se com a capacidade analitica do
LRVSA, pois estes #-metilcarbamatos sdo os mais requisitados nas andlises efetuadas
no LRVSA e também dos mais utilizados na agricultura segundo dados da UE [15].
Com este trabalho fica aberta a possibilidade do LRVSA estabelecer outra grande
area de analise de residuos, como a determinacdo da causa de morte de animais do-
mésticos por intoxica¢io. S6 em Portugal entre 1992 a 2002 houve registo de 220
casos de intoxicac¢io de animais por pesticidas, em que 96 sio animais domésticos,
33 sdo espécies cinegéticas e 91 espécies protegidas. Para fazer face a esta problema-
tica a UE aplicou a diretiva 91/43/CEE do Conselho europeu que no seu artigo 15
proibe a captura e/ou abate das espécies da fauna selvagem por todos os meios, entre

eles referindo-se a utilizagdo de pesticidas para esses fins [15] [16].
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Tabela A.1 Propriedades de alguns solventes utilizados em HPLC.

Solvente UV (nm) Viscosidade a 25 °C 4
Acetato de Etilo 256 0,43
Acetona 330 0,30
Agua 191 0,90
Benzeno 280 0,60
Ciclohexano 200 0,90
Cloroformio 245 0,53
Diclorometano 233 0,41
Etanol 210 1,10
Isoctano 197 0,47
Isopropanol 205 1,90
Metanol 205 0,54
Pentano 195 0,22
Tolueno 285 0,55

Tabela A.2 Marca, pureza e validade dos padrdes analiticos utilizados.

Pesticida Marca Pureza Validade
Aldicarbe sulféxido Dr Ehrenstorfer GmbH 97,7% 01-04-2015
Oxamil Dr Ehrenstorfer GmbH 99,5% 30-06-2013
Metomil Dr Ehrenstorfer GmbH 98,8% 16-07-2013
3-hidroxi carbofurio Dr Ehrenstorfer GmbH 96,0% 10-09-2012
Aldicarbe Dr Ehrenstorfer GmbH 98,5% 03-02-2015
Propoxur Dr Ehrenstorfer GmbH 99,5% 01-01-2018
Carbofurio Dr Ehrenstorfer GmbH 99,5% 01-03-2016
Carbaril Dr Ehrenstorfer GmbH 98,5% 30-11-2014
Metiocarbe Dr Ehrenstorfer GmbH 98,5% 01-03-2015

13 Valores de absorvancia > 1
14 ¢P unidade
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Tabela A.3 Estudo da Linearidade e calculo da curva de calibragio.

[ ) — &2 o = rg — -g

o3 = = 7 ) =] o = =

5% E E 22 ¥ N & g g

i RS 3 2 T3 S % e 2 )

Nivel g ‘ﬁ 6 5] E 2 e o 2 < E
(RL=0,03mgkg) < & z uLE = = 8 © <

Aa.na].ilo

0,0300 20,00 19,04 2500 14,88 23,00 23,66 24,29 42,02 20,37
0,0300 21,31 20,09 2500 14,066 2437 21,70 23,50 40,99 21,57

R 0,0300 19,93 1878 2553 16,33 2280 2214 2400 41,10 20,16
0,0300 20,98 1855 2508 14,55 22,83 2358 2350 42,00 22,03
0,0600 41,11 3822 51,07 30,21 47,99 4496 47,64 82,10 42,06
0,0600 42,65 39,01 50,08 30,21 4619 4504 4699 83,05 42,37

2RL 0,0600 42,00 3842 51,00 31,26 4680 4412 47,06 83,70 42,43
0,0600 40,02 39,01 51,00 30,21 47,03 4563 47,01 83,50 42,20
0,1200 8322 7645 101,54 60,41 9300 9201 9523 16503 84,14
0,200 82,22 79,00 101,49 61,01 9200 91,68 94,88 166,05 84,66

4RT 0,1200 81,37 77,65 102,06 60,95 9201 90,56 9501 16523 84,53
0,1200 80,46 78,04 100,01 60,75 90,99 91,08 9500 165,15 84,65
0,800 12332 11468 153,06 91,43 13895 13640 142,03 249,15 126,20
0,800 12048 11500 15207 90,46 139,65 136,99 143,00 249,00 126,21

ORI 0,1800 121,55 11490 151,06 90,32 137,92 13565 141,06 249,33 126,55
0,1800 119,52 11432 15046 92,74 138,00 13596 143,57 248,95 126,56
0,2400 160,25 151,00 20237 120,00 18599 18212 190,00 332,00 167,88
0,2400 161,95 151,24 201,99 121,00 18507 18247 190,02 331,38 168,13

SRL 0,2400 160,21 150,00 201,00 121,00 184,56 180,99 190,15 331,00 168,34
0,2400 160,00 150,98 20146 120,00 18596 181,78 188,78 332,26 168,77
0,3000 205554 191,13 253,02 150,89 23349 22694 23922 41502 210,35

ORL 0,3000 20564 190,00 25237 150,70 232,94 227,07 238,01 412,37 210,43

0,3000 20500 191,79 251,04 151,02 233,00 227,05 238,99 412,46 210,49
0,3000 205,02 189,37 250,99 150,75 232,42 22850 23921 411,82 210,35
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Tabela A.4 Limites de detegdo e quantificagio.

Aldicarbe Sulf6xido Oxamil Metomil
[calibragdo] A [analito] [calibragdo] A [analito] [calibragio] A [analito]
mg kg ™ mg kg mg kg ™ mg kg mg kg ™ mg kg
0,030 19,999 0,029 0,030 19,039 0,030 0,030 24,999 0,029
0,030 21,309 0,031 0,030 20,089 0,032 0,030 24,149 0,028
0,030 19,929 0,029 0,030 18,779 0,030 0,030 25,529 0,030
0,030 20,979 0,031 0,030 18,546 0,029 0,030 26,679 0,031
0,030 19,769 0,029 0,030 19,657 0,031 0,030 26,569 0,031
0,030 19,876 0,029 0,030 18,654 0,029 0,030 25,321 0,029
0,030 21,325 0,031 0,030 17,965 0,028 0,030 26,981 0,031
0,030 20,147 0,030 0,030 18,326 0,029 0,030 25,999 0,030
0,030 19,999 0,029 0,030 19,255 0,030 0,030 26,994 0,031
0,030 20,190 0,030 0,030 20,125 0,032 0,030 24,789 0,029
Médiaacea = 20,352 Médiaarea = 19,044 Médiaaca = 25,801
Média [analito]= 0,030 Média [analito]= 0,030 Média [analito]= 0,030
Des"(ig (l;j‘i;f‘z 0,000895 Desv(ig (l;ji;f‘g 0,001154 Desv(i‘s’ (1;‘)“:;;‘;’ 0,001157
LD 0,0027 mgkg! |LD 0,0035 mgkg! |LD 0,0035 mgkg!
1Q 0,0090 mgkg' |LQ 00115 mgkg' |[LQ 0,0116 mg kg
cv 2,0843 cv 3,8465 cv 3,8579
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Tabela A.5 Limites de detegdo e quantificagio.

3 Hidroxiocarbofurio Aldicarbe Propoxur
[calibragdo] A [analito] [calibragdo] A [analito] [calibragio] A [analito]
mg kg'! ™ mg kg'! mg kg'! ™ mg kgt mg kgt ™ mg kg'!
0,030 14,879 0,030 0,030 22,999 0,027 0,030 23,659 0,030
0,030 14,659 0,029 0,030 24,369 0,028 0,030 21,699 0,028
0,030 16,329 0,033 0,030 22,799 0,026 0,030 22,139 0,028
0,030 14,549 0,029 0,030 22,829 0,026 0,030 23,579 0,030
0,030 14,129 0,028 0,030 27,419 0,032 0,030 23,779 0,030
0,030 15,032 0,030 0,030 27,418 0,032 0,030 24,032 0,031
0,030 15,147 0,030 0,030 28,001 0,032 0,030 23,999 0,031
0,030 14,456 0,029 0,030 29,012 0,034 0,030 22,987 0,029
0,030 15,324 0,031 0,030 27,500 0,032 0,030 24,502 0,031
0,030 15,639 0,031 0,030 26,989 0,031 0,030 23,658 0,030
Meédiaarea = 15,014 Meédiaaea = 25,934 Médiaaea = 23,403
Média [analito]= 0,030 Média [analito]= 0,030 Média [analito]= 0,030
Desvio padrio Desvio padrio Desvio padrio
e (1; Ty 001279 pe (1; Tays 0002787 P (1; Ty 0001125
LD 0,0038 mgkg! |LD 0,0084 mgkg! |LD 0,0034 mg kg!
LQ 0,0128 mgkg! |LQ 0,0279 mgkg! |LQ 0,0113 mgkg!
Ccv 4,2641 Ccv 9,2915 Ccv 3,7509
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Tabela A.6 Limites de detegdo e quantificagio.

Carbofurio Carbaril Metiocarbe
. = [ana- . = [ana- . = [ana-
[caﬂ]lbrlj gi.o] Apese lito] m, [canl:brljgalto] Apest lito] mg [C?:llbr]ilg_?ol Apest lito] mg
g kg kg! g Kkg kg! g kg kg!
0,030 24,288 0,031 0,030 42,016 0,031 0,030 20,372 0,028
0,030 23,500 0,030 0,030 40,987 0,030 0,030 21,574 0,030
0,030 24,000 0,031 0,030 41,099 0,030 0,030 20,160 0,028
0,030 23,500 0,030 0,030 42,001 0,031 0,030 22,031 0,031
0,030 23,200 0,030 0,030 41,600 0,030 0,030 20,316 0,028
0,030 23,023 0,030 0,030 41,887 0,031 0,030 22,369 0,031
0,030 22,987 0,030 0,030 40,997 0,030 0,030 21,489 0,030
0,030 22,997 0,030 0,030 39,897 0,029 0,030 23,135 0,032
0,030 23,327 0,030 0,030 40,012 0,029 0,030 22,796 0,032
0,030 21,054 0,027 0,030 41,325 0,030 0,030 20,917 0,029
Médiaacea = 23,188 Meédiaarea = 41,182 Médiaea = 21,516
Média [analito]= 0,030 Média [analito]= 0,030 Média [analito]= 0,030
Desvio padrio Desvio padrio Desvio padrio
0,001120 0,000551 _ 0,001485
Se/x)= Su/xN= Se/x)=
LD 0,0034 mgkg! |LD 0,0017 mgkg! | LD 0,0045 mg kg!
LQ 0,0112 mgkg! |LQ 0,0055 mgkg! | LQ 0,0148 mg kg!
Ccv 3,7325 cv 1,8381 Ccv 4,9487
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Fig. A.1 Cromatogramas obtidos, da analise do padrio do Aldicarbe sulfoxido e

Oxamil.
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Fig. A.2 Cromatogramas obtidos, da analise do padrio do Metomil e 3-

hidroxicarbofurio.
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Fig. A.3 Cromatogramas obtidos, da analise do padrio do Aldicarbe e Propoxur.
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de origem animal utilizando QuEChERS
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Fig. A.4 Cromatogramas obtidos, da analise do padrio do Carbofurdo e Carbaril.
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Fig. A.5 Cromatogramas obtidos, da analise do padrio do Metiocarbe.
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