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Resumo

A cultura do olival esta sujeita ao ataque de um grande nimero de doencas e pragas
sendo os pesticidas o principal meio para a sua prevencdo e controlo. Devido aos riscos
inerentes a utilizacdo de pesticidas com repercussfes na saude e na degradacdo do meio
ambiente, ha necessidade de uma monitorizacdo dos niveis de residuos de pesticidas. Nos
ultimos anos os avangos da Quimica Analitica em consonancia com o conceito de
sustentabilidade, levaram ao desenvolvimento de novos métodos alternativos de extracédo
para determinacdo de residuos de pesticidas.

O presente trabalho resulta do estagio desenvolvido no Laboratorio Fisico-Quimico
da Victor Guedes, em Abrantes, de 3 de Fevereiro a 31 de Julho de 2014. Este teve como
principal objetivo a utilizacéo de técnicas analiticas para a detecdo/quantificacdo de residuos
de pesticidas utilizando o método de Quechers. Com 0 objetivo de atender aos rigorosos
Limites Maximos de Residuo estabelecidos por legislacdes internacionais, este método foi
idealizado para gerar extratos que possam ser analisados por Cromatografia Gasosa acoplada
& Espetrometria de Massa (GCMS). Os residuos de pesticidas utilizados para este estudo s&o:
buprofezina, cipermetrina, clortalonil, clorpirifos, deltametrina, dimetoato, endossulfdo-
sulfato, fentido, fosfamidao, fosmete, lambda-cialotrina, malatido, metidatido, oxifluorfena,
paratido-metil, tebuconazol, terbutilazina e triclorfao.

Concluiu-se que o estagio foi valido, pois permitiu-me adquirir competéncias de

técnicas analiticas no controlo da qualidade e de gestdo de um laboratorio.

Palavras-chave: Residuos de Pesticidas, Quechers, GCMS.






Abstract

Olive cultivation is subject to attack by a large number of diseases and pests, being
pesticides the main form for its prevention and control. Due to the risks inherent to the use
of pesticides with repercussions on health and environmental degradation, there is a need for
monitoring the levels of pesticide residues. In recent years, advances on analytical chemistry
in line with the concept of sustainability, led to the development of new alternative extraction
methods for the determination of pesticide residues.

This work results from the internship at the Physical-Chemical Laboratory of the
company Victor Guedes, Abrantes, from the 3" of February to the 31% of July 2014. Its main
objective was the implementation of analytical techniques for the detection/quantification of
pesticide residues using the QUEChERS method. Aiming to meet the strict maximum residue
limits established by international law, this method was designed to generate extracts which
can be analyzed by Gas Chromatography coupled with Mass Spectrometry (GCMS).
Pesticide residues used for this study are: buprofezin, cypermethrin, chlorothalonil,
chlorpyrifos, deltamethrin, dimethoate, endosulfan sulphate, fenthion, phosphamidon
phosmet, lambda-cyhalothrin, malathion, methidathion, oxyfluorfen, parathion-methyl,
tebuconazole, terbuthylazine and trichlorfon.

I would say that thise internship was quite fruitfuil, because it allowed me to acquire
competencies in analytical techniques in the field of quality control and management of a
laboratory.

Keywords: Pesticide Residues, Quechers, GCMS.
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CAPITULO 1- INTRODUCAO

1.1. Enquadramento do tema

O presente relatdrio é referente ao estdgio realizado no laboratério fisico-quimico e
na sala de cromatografia da Empresa Victor Guedes, S.A. no ambito do trabalho final de
Mestrado em Tecnologia Quimica com a duracdo de seis meses. O estagio teve como
principal objetivo a aplicacdo de técnicas analiticas para detetar residuos de pesticidas por
Cromatografia Gasosa acoplada & espetrometria de massas. Assim, este relatorio divide-se
em sete capitulos, com principal énfase para os capitulos 3 e 5 referentes aos residuos de

pesticidas e os métodos de analise usados.

O capitulo 1 é referente a histéria da empresa Victor Guedes, seguidamente, o
capitulo 2 é relativo a uma revisdo bibliografica com referéncias que vao desde a oliveira até
& qualidade do azeite. O capitulo 3 é dedicado aos residuos de pesticidas explicando o porqué
da sua utilizacdo, o impacto que tém no ambiente e na salide humana, e outras informacdes
relevantes para este estudo. No capitulo 4 ¢é feita uma breve andlise de mercado aos azeites
e aos pesticidas, em Portugal e no Mundo. No capitulo 5 descreve-se o desenvolvimento
experimental do trabalho que consistiu na aplicacdo de métodos analiticos para determinar
residuos de pesticidas em amostras de azeite, e a descri¢cdo dos métodos de andlise aplicados,
desde o método de preparacdo da amostra pelo Método de Quechers até a analise de residuos
de pesticidas por Cromatografia Gasosa acoplada ao Espetrometro de Massas. No capitulo
6 apresentam-se aos resultados obtidos durante a realizacdo do estagio e por ultimo, o
capitulo 7 é referente as consideracdes e conclusdes finais do trabalho efetuado.

1.2. Historia da empresa Victor Guedes SA

A empresa Victor Guedes, com quase um século de historia, esta situada no Rossio ao
Sul do Tejo, concelho de Abrantes e é onde se produz o tdo famoso Azeite GALLO. A
origem do Azeite Gallo remonta aos finais do século XX, em 1860, data em que se fundou
em Abrantes um estabelecimento composto por fabrica e armazéns pertencente a "Unido

Industrial, Lda.". Aqui, a marca, dedicava-se a exportacdo de produtos portugueses como
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azeites, azeitonas em conserva, vinhos, castanhas, frutos secos, entre outros, para mercados
com elevada emigracdo Portuguesa como o Brasil e a Venezuela. Foi deste modo que, em

19109, foi registada a marca Gallo (Figura 1) por um visionario chamado Victor Guedes.

< " darCew-Fere
:' . WINISTERIO DO COMERCIOE TOMI NI \[Dlg

TiTULO DE REGISTO DE MARCA

\ g2
=3
E

Figura 1- Titulo de Registo da Marca Gallo (Gallo, 2014).

Conta a lenda que o Senhor Victor Guedes tera decidido dar o nome GALLO ao azeite,
porgue numa manha, depois de acordar abriu as janelas do seu quarto e ouviu um galo a
cantar. Porque era de origem Galega, registou 0 nome da marca com dois"L", nome que até

hoje foi preservado pela sua graca e originalidade.

Entdo, em 1938, a empresa Victor Guedes SA adquiriu as instalagdes da Unido
Industrial Lda. Desde entdo, a Gallo tem vindo a cantar cada vez mais alto. A "Victor Guedes
& C?" comecou, entdo, a preparar em Abrantes os lotes de azeite que seriam transportados a
granel para um armazém no Poco do Bispo, em Lisboa, onde eram embalados em latas para

exportacao para mercados ultramarinos.

Jaem 1967 as maquinas de embalar azeite sdo transferidas para Abrantes onde, a partir
de ent&o, se passa a fabricar o produto pronto para ser embarcado. Até esta altura o mercado
doméstico era considerado como um negdcio secundario onde s6 era vendido “Azeite Extra
Virgem”. Os mercados ultramarinos eram o alvo principal da atividade e a empresa mantinha
ai a sua presenga com duas marcas de azeite: “GALLO” e “BORBOLETA”, sendo esta

ultima uma marca de segunda linha.



Detegdo de Residuos de Pesticidas

Inicialmente a empresa estava centrada na producao de azeite para exportacdo e em
1969, ocorreu uma mudanca de estratégia fulcral ao definir como principal objetivo a
penetracdo no mercado doméstico de azeite, de 6leo embalado, de sabédo tradicional e de
azeitonas em conserva. Seguiu-se uma fase de forte expansdo industrial, com importantes

investimentos na abertura de novas instalagfes e na modernizacao das instalagdes existentes.

Em 1989, o grupo Unilever - Jerénimo Martins, adquire a marca Gallo e a partir deste
momento, acentuou-se 0 processo de modernizagdo e crescimento da companhia através do
investimento em infraestruturas, do relancamento da marca em 1991 com o Azeite Novo,
com notas extremadas de amargos e picantes, e da criacao dos Azeites com Ervas Aromaticas
em 1999. Ao virar do século, GALLO era ja a referéncia nacional no mercado do azeite e

um icone da portugalidade; do seu sabor, da sua tradi¢do e da sua qualidade.

Em 2009, procede-se & separacdo das unidades de negdcio da Unilever- Jer6nimo
Martins, criando-se a empresa Gallo Worldwide (GWW). Com uma estrutura prépria a
GWW passa a deter a 100% a Victor Guedes SA.

Nesta primeira década do século XXI, o azeite GALLO tem consolidado a sua posi¢do
como lider nacional, inovando progressivamente a sua imagem (Figura 2). Estas renovacgdes
tém tornado a marca cada vez mais atual, atrativa e proxima dos consumidores, sempre sem
perder a sua identidade e principal simbolo — o galo. Esta mentalidade de inovacdo e ambicéo
reflete-se também na constante renovacdo e melhoria da sua gama de produtos com o
lancamento de azeites especiais e exclusivos, e criando novos produtos como pasta de

azeitonas, vinagres e piripiri.
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Figura 2- Evolugdo dos logoétipos e simbolos da marca Gallo.

Atualmente, o Azeite GALLO € a 32 marca mundial de azeite, é comercializado nos 5
continentes e em mais de 47 paises, sendo lider de mercado em Portugal, Brasil, China e
Angola. A GALLO é hoje a marca portuguesa n° 1, produzindo cerca de 30 mil toneladas de
azeite por ano, dos quais 70% sdo para exportacdo e conquistou em 2013 oito prémios a
nivel Europeu (Gallo, 2014).
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Capitulo 2 — Reviséo Bibliografica

2.1. Aimportancia do azeite na saude

Ao longo dos anos tem-se vindo a efetuar varios estudos relativos ao uso do azeite na
dieta mediterranea e tem-se verificado que este € de extrema importancia na alimentacéo,
uma vez que assume um papel importante na satde devido as suas caracteristicas quimicas,
e as suas propriedades terapéuticas. Como suporta temperaturas muito elevadas (até 210°-
220°C) sem degradacdo dos seus componentes, pode ser usado em todas as formas de
confecdo culinaria sem ocorrer formacéao de substancias nocivas a salde como acontece com

outras gorduras (Santos, 2011).Logo, os principais beneficios do azeite sdo:

% Ajudaareduzir a taxa de colesterol total e aumenta as lipoproteinas de alta densidade
ou “ bom colesterol” (HDL) fazendo diminuir o risco de enfarte;

%+ [Favorece a mineralizacdo dssea, estimula o crescimento e a absorcdo de calcio;

¢+ Protege o sistema digestivo e regula o transito intestinal;

¢+ Previne os efeitos nocivos da idade sobre as funcGes cerebrais e o envelhecimento
dos tecidos e 6rgdos em geral;

¢ Inclui uma quantidade consideravel de vitaminas, com especial énfase nas vitaminas
EeK;

¢ Ajuda a prevenir o desenvolvimento de doencas cardiovasculares e devido as suas
propriedades antioxidantes ajudar a prevenir varios tipos de cancro;

+ Diminui a agregacdo das plaquetas sanguineas, reduzindo o risco de trombose (Gallo,
2014).

2.2. Da Oliveira ao Azeite

A oliveira (Figura 3), Olea europaea L., € a arvore mais antiga cultivada pelo homem
e produz um fruto comestivel, a azeitona. A Olea europaea L. encontra-se distribuida pelas
regides tropicais e temperadas de todo o0 Mundo. A primeira citacao histérica do cultivo da
oliveira refere-se ao norte da Siria, de onde mais tarde se terd expandido para o Egipto e a

toda a bacia Mediterranica. A nivel morfoldgico séo arvores de porte médio com folhagem
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persistente, crescimento lento, com uma copa redonda, bastante densa e de grande

longevidade que tolera amplas condigdes de temperatura e de solos (Lopes, 2011).

Figura 3- A Oliveira (Infoescola, 2014).

Segundo a FAO (Organizacdo das NacGes Unidas para a Agricultura e a
Alimentacdo), a area mundial de olival é cerca de 7,5 milhGes de hectares e os principais
produtores sdo a Espanha, Italia, Grécia, Tunisia, Turquia, Siria, Marrocos e Portugal. Em
média, uma oliveira d& 30 Kg de azeitonas, sendo necessarios cerca de 5 a 6 Kg para
produzir 1 L de Azeite. Segundo a ADEMO (Associacdo para o Desenvolvimento dos
Municipios Oliviolicolas Portugueses), o Azeite é uma gordura extraida exclusivamente
por processos mecanicos da azeitona sob condi¢des térmicas controladas. A producdo do
azeite envolve uma série de etapas que vdo desde a apanha das azeitonas até ao
armazenamento do azeite, passando por uma série de transformacdes que permitem a sua

obtencdo e asseguram a sua qualidade (ADEMO, 2014).

O azeite € um alimento rico em &acidos gordos monoinsaturados com 9 Kcal/g e é
basicamente uma mistura de triacilglicerdis, com alguns acidos gordos livres, mono e
diacilglicerdis e alguns constituintes ndo saponificaveis, como ceras, alcoois alifaticos,
hidrocarbonetos, fosfolipidos, compostos fendlicos, fitosterdis, tocoferois, carotendides e
clorofilas. A presenca destas substancias reveste-se de elevada importéancia, tanto do ponto
de vista nutricional como da estabilidade e da qualidade organolética do produto (Cunha,
2007).
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2.3. Tipos de Azeite

Segundo o Codex Alimentarium e o COI (Internacional Olive Council), o azeite pode ser

classificado em diversas categorias:

X/
L X4

Azeites Virgens: sdo obtidos do fruto da oliveira somente por processos mecanicos em
condicdes térmicas que ndo alteram o 6leo (Figura 4). Com base nos critérios de qualidade,

distinguem-se Vvarios tipos de azeite virgem:

= Azeite extra virgem: é um azeite virgem com acidez, expressa em acido oleico,
inferior a 0,8%. Com um sabor e aroma absolutamente perfeitos, este azeite é
considerado o de mais alta qualidade entre todos os tipos de azeite e pode ser vendido

diretamente ao consumidor.

= Azeite virgem: é um azeite com acidez, expressa em &cido oleico, compreendido
entre 0,8 e 2% e o que o difere do extra virgem é a sua organolética. Apesar de ter
uma qualidade inferior ao do extra virgem este tipo de azeite também pode ser

vendido diretamente ao consumidor.

= Azeite lampante: é um azeite virgem com baixa qualidade, com acidez, expressa em
acido oleico, superior a 2%. Este tipo de azeite é imprdprio para consumo e tem de
ser refinado, para que se lhe retirem os defeitos como a acidez elevada, sabores e

odores estranhos.

Azeite refinado: azeite obtido a partir de azeite virgem lampante por métodos de refinacao.
A sua acidez, expressa em &cido oleico, ndo pode exceder 0,3%. A refinacdo é feita
geralmente em trés fases (neutralizacdo, branqueamento e desodorizacao), cada uma delas

com o objetivo de eliminar uma caracteristica indesejavel do azeite.

Azeite Puro: consiste na mistura de azeite virgem, apto para consumo humano, com azeite

refinado. A sua acidez livre, expressa em acido oleico, ndo pode exceder 1% (Pedrosa, 2010).
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Azeite Virgem

Azeite Virgem Extra Azeite Virgem Azeite Lampante

Refinacdo
Azeite Puro

Azeite Refinado

Figura 4- Classificagdo dos Azeites.

2.4. Processo de Producdo da Empresa

Gallo tem dezenas de produtores parceiros e anualmente recebe mais de 5000
amostras, das quais 70% sao rejeitadas por ndo terem o padrdo de qualidade Gallo. Apos esta
primeira selecdo, onde se fazem analises organoléticas, o departamento de compras adquire
a matéria-prima. O azeite é transportado em camides-cisterna (cerca de 25 toneladas), as
quais garantem o cumprimento dos requisitos legais no que respeita a higiene e seguranca
alimentar. Antes da descarga é feita uma inspecao visual da cisterna para que se possa fazer
adescarrega. Durante esta etapa sdo recolhidas amostras em continuo diretamente da cisterna
que sdo analisadas pelo laboratorio fisico-quimico que posteriormente assegura se a matéria-
prima estd ou ndo em conformidade face aos requisitos especificados. A matéria-prima é
armazenada em depdsitos de rececdo devidamente identificados e dedicados a cada tipo de
azeite na Adega de Azeite e Loteamento (AAL). De seguida o azeite é filtrado passando por
uma zona de desbaste e outra de polimento. O desbaste tem como objetivo a separacdo do
azeite das aguas russas e o polimento é feito em filtros de placa que tem como objetivo retirar
humidade ao produto. Apds a filtracdo, o azeite € transferido para depositos de maior
capacidade onde € feito o Loteamento, que é a combinacdo dos azeites escolhidos, de modo
a criar diferentes perfis de sabores (blending). Quando feitos os lotes e ap6s aprovacdo dos
mesmos pelo departamento de Qualidade, estes sdo enviados para os depdsitos de
embalamento. O azeite € finalmente embalado e enviado para armazém onde aguarda

expedicdo (Figura 5).
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Figura 5- Fluxograma do processo de produgdo da empresa Vitor Guedes.
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Capitulo 3- Residuos de pesticidas

A utilizacdo de pesticidas, que por um lado visa gerar beneficios, por outro lado, é
responsavel pela contaminacdo do solo, da agua e alimentos, representando uma grande
ameaca ao meio ambiente e a salde humana. Portanto, a determinacdo de residuos de
pesticidas desempenha um papel importante para a estimativa da exposi¢do humana e do
meio ambiente a estes compostos, possibilitando decisdes regulatdrias e comerciais visando
garantir a seguranca alimentar (Prestes et al., 2009). Neste capitulo explica-se o porqué da
utilizacdo de pesticidas, o impacto que eles tém sobre o0 ambiente e na saide humana, a sua

classificagéo, e outra informacao relevante.

3.1. Definicédo, Riscos e Beneficios da Aplicacdo de Pesticidas

Segundo a definicdo internacionalmente aceite pela FAO (Food and Agriculture
Organization of the United Nations) e a OMS (Organizacdo Mundial de Saude), um pesticida
¢ qualquer substancia ou mistura de substancias utilizada na prevencdo, controlo ou
destruicdo de pragas (incluindo vetores de doencas), que interfiram com a producao,
armazenamento, transporte, distribuicdo e transformacéo de géneros alimenticios e produtos
agricolas. Séo frequentemente adotadas outras designaces como por exemplo agrotéxico,
defensivo agricola, praguicida, desinfetante, agroquimico ou produto fitofarmacéutico
(Barbosa, 2012).

Os pesticidas desempenham um papel importante na producdo de alimentos, porque
asseguram a boa sanidade das culturas agricolas e protegem as colheitas, pois todos o0s anos,
cerca de 30 a 48% da producdo mundial de alimentos € destruida ou consumida por pragas.
As principais vantagens do uso de pesticidas sdo o0 aumento de produgdes, 0 aumento do
tempo de vida dos produtos agricolas, representando vantagens econdmicas para 0S
produtores e aumentando a oferta e mesmo a variedade de produtos agricolas para o
consumidor. No entanto, a utilizacdo abusiva e ndo controlada dos pesticidas representa um
risco para a saide do homem e para 0 ambiente considerando que sdo compostos a que esta
sempre inerente um certo grau de toxicidade, devido a sua alta resisténcia bioacumulam-se

na cadeia alimentar, atuando sobre sistemas bioldgicos vitais como se verifica a nivel do
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sistema nervoso, da inibicdo da acetilcolinesterase ou da respiracdo e na inibicdo do
transporte de eletrées nas mitocondrias (Araujo, 2011).

Segundo a OMS o valor total anual € de 500 mil intoxicagdes, em 1975, e de trés
milhGes em 1990, sendo neste caso de 220 mil o nimero de mortes, sendo que 70% ocorrem

em paises de Terceiro Mundo, e admitindo-se a existéncia de muitos outros casos.

Portanto, tem havido um esforco em minimizar a utilizacdo de pesticidas com o uso
de novos meios de luta (culturais, bioldgicos, genéticos e biotecnoldgicos) para controlar
pragas e doencas. Contudo, o0 uso de pesticidas continua a ser o meio de controlo mais
comum. Por isso, sé nos tltimos anos com os avancos cientificos (desenvolvimento de novas
técnicas tanto de extracdo como de analise), e uma politica responsavel (leis mais especificas
e 0 monitoramento de agéncias regulamentadoras como a DGAV (Direccdo-Geral de
Alimentacdo e Veterinaria)), é que se tem feito uma nova avaliacdo da qualidade dos
alimentos consumidos em relacdo a presenca de pesticidas (Silva, 2010; Barbosa, 2012).

3.2. Classificacédo dos Pesticidas

Devido a grande diversidade de principios ativos e formulagdes possiveis, com
diferentes graus de toxicidade e organismos alvos é importante existir um sistema de
classificacdo dos pesticidas. O sistema de classificacdo mais comum é segundo o seu modo
de acdo, duracdo do efeito residual, a sua estrutura quimica, alvos de acdo, segundo a sua

classe quimica, e por fim, a sua classificacdo toxicoldgica.

Quanto ao modo de acéo os pesticidas podem ser sistémicos ou ndo sistémicos. Os ndo
sistémicos tém acgdo de contato (via dérmica), penetracdo, ingestdo (via oral) e fumegante
(via respiratoria). Os pesticidas sistémicos surgiram como um aperfeicoamento na
seletividade do combate & praga, com a intencdo de nfo matar os insetos ndo nocivos. E
transportado pela seiva do vegetal em quantidade letal para o inseto, sem prejudicar a planta
(Silva, 2010).

Outra forma de classificacdo dos pesticidas € quanto a estrutura quimica, sendo que
0s pesticidas sdo classificados como compostos inorganicos e organicos. Os compostos

inorganicos sdo constituidos por arsénio, bario, cadmio, chumbo, cobre, ferro, fosforo,
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mercurio, nitrogénio, selénio, talio e zinco, entre outros. J& 0s organicos constituem o grupo
de maior importancia e sdo assim chamados devido a presenca do &tomo de carbono na sua
formula. Sdo divididos em sintéticos (compostos produzidos pelo homem) e naturais
(Oliveira, 2006).

Quanto aos alvos de acdo, os pesticidas podem ser classificados de acordo com o
organismo que combatem (Tabela 1). Esta classificagdo pode ser associada a outros critérios

e fornecer assim classificagdes mais informativas.

Tabela 1-Classificacéo de pesticidas por alvo de agdo (Vilarinho, 2011).

Designacéo Organismo Alvo
Fungicidas Fungos
Inseticidas Insetos
Avicidas Péssaros
Acaricidas Acaros, Aranhas
Formicidas Formigas
Piscicidas Peixes
Herbicidas Ervas Infestantes
Nematicidas Vermes
Rodencidas Roedores
Moluscidas Lesmas e caracois
Algicidas Algas
Bactéricidas Bacteérias

Quanto a classe quimica, os pesticidas podem agrupar-se em classes de substancias
cujo principio ativo é formado por estruturas moleculares semelhantes. Uma vez que 0s
inseticidas, os herbicidas e os fungicidas constituem os grupos de pesticidas cuja utilizagdo
€ mais expressiva serdo de seguida descritos alguns dos subgrupos em que cada um destes

grupos se pode subdividir.
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Inseticidas

No que concerne aos inseticidas, a classificagdo por classe quimica subdivide-os em
quatro classes principais: os organoclorados, os organofosforados, os carbamatos e 0s

piretroides.

Os inseticidas organoclorados sdo pesticidas organicos, de sintese e que contém
atomos de carbono e cloro na sua estrutura tal como 0 nome sugere. Estes compostos foram
0S primeiros a ser sintetizados e podem, por sua vez, ser subdivididos em trés grupos
distintos: os diclorodifeniletanos, os ciclodienos, e os ciclohexanos clorinados. Estes
pesticidas apresentam como caracteristicas principais a baixa volatilidade, elevada
estabilidade quimica, elevada lipossolubilidade, lentas taxas de degradacdo e de
biotransformacdo o que faz com que sejam extremamente persistentes a nivel ambiental e
bioconcentrados ao longo da cadeia alimentar. Estes compostos alteram a normal
transmissdo dos impulsos nervosos e emitem impulsos espontaneamente, provocando a
torcdo dos musculos, convulsdes e eventualmente a morte. Além disto provocam falhas ao
nivel do sistema reprodutor e podem ser um fator de risco no inicio da gravidez causando

malformacdes no feto.

Nos inseticidas organofosforados incluem-se os pesticidas que contém atomos de
fosforo. Sdo pesticidas ndo persistentes em oposicao aos organoclorados, representando do
ponto de vista ambiental uma evolucdo e ndo se acumulam nos tecidos gordurosos. Estudos
realizados nos ultimos anos tém provado que estes pesticidas podem ser mutagénicos,
cancerigenos, citotdxicos, genotoxicos, teratogénicos e imunotdxicos. Quimicamente séo
ésteres do acido fosférico ou do acido fosforotidico. Estes compostos inibem o normal

funcionamento do sistema nervoso, provocando paralisia e mesmo a morte.

Os carbamatos sdo derivados do acido carbamico (H2NCOOH) e constituem o
grupo mais versatil de pesticidas, podendo encontrar-se compostos deste tipo que funcionam
como inseticidas, herbicidas, fungicidas e até antibacterianos. S&0 menos toxicos que 0s
fosforados e mais toxicos que os clorados, degradam-se relativamente rapido e ndo se

acumulam em tecidos gordurosos.

A classe dos piretroides tem a sua origem na mimetizagdo sintética da estrutura de

inseticidas naturais extraidos das flores do crisantemo. Os piretrdides sdo muito pouco
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persistentes no ambiente, muito toxicos para os insetos mas sdo menos toxicos para 0s

mamiferos do que os inseticidas organofosforados ou do que os carbamatos.

Herbicidas

Estima-se que as ervas possam ser responsaveis por quebras na producdo agricola da
ordem dos 9 a 10%. Este facto associado ao crescimento da mecanizacdo da agricultura, em
parte devida aos aumentos do custo do trabalho, contribui para o desenvolvimento de
nuUMerosos compostos quimicos capazes de controlar o crescimento das ervas nos campos
agricolas e para a crescente utilizacdo deste tipo de pesticidas. Das varias classes de
herbicidas podem destacar-se os clorofenoxiacéticos, os bipirifos, as triazinas, as

cloroacetoanilinas ou os fosfonometil aminoacidos.

Fungicidas

A classe dos fungicidas é, igualmente, composta por mais um grupo heterogéneo de
compostos quimicos que incluem compostos inorgéanicos como o enxofre ou o sulfato de
cobre, compostos aril- e alquil-mercuriais, ditiocarbamatos, fentalamidas e fendis
clorinados. Os fungicidas sdo muitas vezes aplicados na fase pds colheita, uma vez que as
infecdes por fungos nesta fase podem ser responsaveis por perdas significativas da produgéao

de vegetais.

Em termos bioquimicos os fungicidas podem exercer a sua agao por serem inibidores
da respiragdo, inibidores da sintese proteica, inibidores da mitose ou ainda inibidores da
biossintese de esterdis, que sdo importantes constituintes da parede celular dos fungos. Os
fungicidas podem ser classificados como protetores, curativos ou de erradicacdo. Os
fungicidas protetores sdo aplicados nas plantas antes destas serem infetadas pelos fungos,
como forma de prevenir a penetracdo do patogéneo no vegetal. Os fungicidas curativos
utilizam-se logo apos o inicio da infecdo da planta, uma vez que apresentam potencial para
parar ou retardar o crescimento do micélio na superficie dos vegetais. Os fungicidas de

erradicacdo controlam o desenvolvimento de fungos na sequéncia do aparecimento de
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sintomas, geralmente ap6s esporulacdo, eliminando tanto os esporos como o micélio e
penetrando a cuticula da planta ao nivel subdérmico (Aradjo, 2011; Barbosa, 2012).

Por altimo, em relacdo a toxicidade, a OMS utiliza desde 1975 a classificacéo
apresentada na Tabela 2. A classificacdo obedece ao resultado de testes ou estudos realizados
em laboratorio, baseando-se na toxicidade para o rato, nomeadamente na determinacéo da
dose letal média (DLso) do pesticida, que considera a quantidade da substancia toxica
produzindo uma mortalidade de 50%, em condi¢des controladas e num periodo de 24 horas.

Tabela 2- Classificacdo dos pesticidas quanto ao grau de toxicidade (Oliveira, 2011).

Classe o DL s0 (mg/Kg) ) _
o Toxicidade Faixa Colorida
Toxicoldgica ViaOral Via Dérmica
I Extremamente Toxico <5 <50 __
1 Altamente Toxico 5-50 50-200
" Mediante Toxico 50-200 200-2000 I
\Y Pouco Toxico >2000 >2000 e
\Y Muito Pouco Toxico >5000 -

Além destas classificacdes existem também classificacbes toxicoldgicas para efeitos
especificos na satde que incluem efeitos a longo prazo. Assim os pesticidas podem ser
classificados de acordo com os conhecimentos disponiveis, em muitos toxicos (T+), toxicos
(T), corrosivos (C), irritantes (Xi) e nocivos (Xn) de acordo com os efeitos especificos na
salde como, por exemplo, a sua carcinogenicidade, genotoxicidade, toxicidade reprodutiva,

possibilidade de causar lesdes oculares ou pulmonares (Araujo, 2011).
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Capitulo 4- Estudos de Mercado

4.1. Analise de Mercado ao Azeite

4.1.1. Produgéo no Mundo

Segundo os valores obtidos nas campanhas de 2000-2001 a 2013-2014, a produgéo
mundial média de azeite rondou os 2,8 milhdes de toneladas por ano, demonstrando um
aumento, relativamente aos anos 90, dado que a media das campanhas de 1990-1991 a 1999-

2000 foi de 2,09 milhdes de toneladas por ano (Figura 6).

A producao oleicola é caracterizada por um fenémeno de alternancia de producdes,
isto €, normalmente a seguir a um ano de baixa producéo, segue-se um ano com um aumento
significativo de producdo. No entanto, essas alternancias, que podem ocorrer nalgumas
produces, ndo se traduzem do mesmo modo em todos os paises oleicolas, o0 que permite
evitar a existéncia de grandes flutuacbes do balanco global de producéo de azeite (Aires,
2007).

Evolucédo da producdo mundial de Azeite de 1998 a
2014
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Figura 6- Evolucédo da producdo mundial de azeite desde 1998 até 2014 (dados de Casa do Azeite, 2014).
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Em relagdo a campanha de 2013/2014, a producdo estimada ronda os trés milhdes
de toneladas, o que seria um aumento de 20 por cento em comparagdo a campanha
precedente (2,7 milhdes de toneladas). No entanto, trata-se de uma primeira aproximacao
que se podera definir melhor apds os dados apresentados pelo COI, no final deste ano.
Analisando a producdo mundial referente as Gltimas 15 campanhas, pode verificar-se uma
taxa média de crescimento de 0,9% ao longo deste periodo.

A producdo de azeite esta principalmente concentrada nos paises da orla
mediterranica, sendo estes responsaveis por 90 a 95% da producéo total mundial, como se
pode verificar pela Figura 7. A oleicultura, além de ser um elemento fundamental nos habitos
dietéticos e culturais dessa regido, possui um papel importante em relacdo ao meio-ambiente,

pois contribui para diminuicéo da desertificacdo (Casa do Azeite, 2014).

Paises de
Leste
~1%

Norte de Africa
~25%

Figura 7- Produgdo mundial de azeite nos paises da orla mediterranica (COI, 2014).

Relativamente ao consumo de azeite a nivel mundial, a Figura 8 mostra 0 consumo

dos principais paises associados a campanha de 2013/2014.
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Consumo mundial de azeite em 2013/2014

Resto do
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Figura 8- Principais consumidores mundiais de azeite referente & campanha de 2013/2014
(dados de COI, 2014).

Portugal a par do Brasil e Franca sdo os Estados Membros em que 0s acréscimos
de consumo tém sido mais acentuados, sendo Italia, Espanha, Grécia e os EUA 0s maiores

consumidores em termos absolutos.

O indice de consumo de azeite per capita em Portugal nesta Gltima campanha foi
de 7,4 kg/habitante.ano, o que esteve bastante aquém dos registados nos outros Estados
Membros, como a Grécia (19 kg/habitante.ano), Espanha (13,4 kg/habitante.ano) e Italia
(10,2 kg/habitante.ano), estando ainda distanciado dos atingidos na década de 60 (10,5
kg/habitante.ano).

Em relacdo aos fluxos comerciais a nivel mundial, as importacGes e exportacdes
apresentam-se relativamente equilibradas, dando indicacdo de que este € um setor que ndo
gera excedentes. Ao nivel das trocas internacionais, 0s principais paises exportadores sdo
em grande parte paises produtores, sendo a UE responsavel por 66% das exportagdes
mundiais (1 328 000 toneladas) (COl, 2014).

4.1.2. Producéo, Importacéao e Exportacdo em Portugal

Tendo por base os resultados preliminares do inquérito efetuado aos lagares de azeite,
realizado pelo GPP (Gabinete de Planeamento e Politicas), através do SIAZ (Sistema de

Informacéo sobre o Azeite e a Azeitona de Mesa), a producédo nacional de azeite superou as
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86 mil toneladas, na campanha de 2013/14, o que representa um aumento de cerca de 43%
em relacdo a producdo media das Ultimas 5 campanhas.

Os investimentos que tém sido feitos nos Gltimos anos, aliados as boas condicdes
climatéricas e fisiologicas, colocaram a producéo de azeite, na campanha de 2013-2014, em
valores recorde dos Ultimos 50 anos. Segundo o INE (Instituto nacional de Estatistica), a
produgdo de azeite nesta Ultima campanha estimou-se em 88733 toneladas (Figura 9),
correspondendo a uma produtividade média nacional de 1730 kg/ha. Portanto, a balanca
comercial neste produto € positiva, da ordem dos 60 milhGes de euros. Os dados divulgados
pelo INE apontam para um valor global de 999,9 mil hectolitros, o que representa um
crescimento de 55 por cento face ao ano anterior, pois no periodo de 2009 a 2012 a média
de producéo de azeite foi de cerca de 710 mil hectolitros, o que consolida a posicéo do pais
como 4° maior produtor a nivel europeu e 0 7° a nivel Mundial (OJE, 2014;CAP, 2014;
CONFRAGI, 2014).

Producéo nacional de azeite de 2000 a 2014

s Producdo Linear (Produgdo)
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Figura 9- Evolucédo da producédo nacional de azeite desde 2000 até 2014 (dados de CAP, 2014).

Face a estes dados, é possivel verificar que a quantidade produzida é superior &
quantidade consumida, tornando Portugal autossuficiente em azeite, 0 que ja ndo acontecia

desde 1992 (Figura 10). Esta evolugéo sé foi possivel devido as condigdes meteoroldgicas
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favoraveis ao longo do ciclo de produgdo da azeitona, e a producgdo intensiva de novos

olivais, sdo as razdes apontadas para esta melhoria dos resultados nacionais do setor.

Producéo versus Consumo de azeite
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Figura 10- Evolucdo da produgdo nacional versus Consumo desde 2007 até 2013 (dados de CAP, 2014).

Atualmente, a cultura da oliveira encontra-se distribuida por todas as regides agrarias
do continente Portugués e a area de producédo é de cerca de 400 mil hectares de olival. A
vocagdo dominante do olival portugués € para a producdo de azeite, com cerca de 96% do
total de azeitona produzida destinada a azeite e apenas 4% canalizada para a producédo de
azeitona de mesa. Como se pode ver pela Figura 11, o Alentejo é a principal regido produtora
com 71,6% da produgéo nacional, seguindo-se a regido Norte com 15,2% e, por fim a regido
Centro, com 7,7% da producdo nacional (CAP, 2014).
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Azeite extraido por regiao (%)
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Figura 11- Distribuicéo regional de azeite extraido, em percentagem (dados de
CAP, 2014).

Relativamente & importacdo de azeite, o principal fornecedor do mercado nacional é
Espanha, seguindo-se Franca, Italia e Tunisia. Portugal ao longo das Gltimas seis campanhas
importou uma média de 83 mil toneladas de azeite. A maior percentagem de azeites
importados sdo azeites virgens (61%), mas a expectativa € que este valor continue a diminuir
ao longo dos préximos anos (Figura 12).

Importacdo de azeite em Portugal
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Figura 12-Quantidade de azeite importado em Portugal durante as sucessivas campanhas (dados de CAP,
2014).
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Em relagdo a exportacdo, nas ultimas campanhas foram atingidos os valores mais
altos (em média 72 mil toneladas), o que faz prever um futuro risonho para a exportacdo de
azeite nacional. O volume global de exportagéo sera da ordem dos 250 milhdes de euros/ano.
Como se pode verificar na figura 13, este ano Portugal exportara cerca de 70 mil toneladas

de azeite, segundo valor estimado pelo INE.

Estes valores confirmam, mais uma vez, a crescente aceitacdo do azeite portugués nos
mercados internacionais. Um dos fatores mais importantes e decisivos para os elevados
valores de exportacdo do azeite nacional recai na sua elevada e reconhecida qualidade. Os
principais paises para onde se exporta azeite sdo o Brasil, seguido de Angola, Estados

Unidos, China, Franca, Venezuela, entre outros (Santos, 2011).

Exportacao de Azeite em Portugal

. Exportacdo

2008-2009  2009-2010  2010-2011  2011-2012  2012-2013  2013-2014*
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Figura 13- Quantidade de azeite exportado em Portugal durante as sucessivas campanhas (dados de CAP,
2014).

Mas, apesar do crescimento da producdo e de muita dela ser para o
mercado externo, ainda é preciso importar para satisfazer boa parte,
precisamente, da exportacdo. De acordo com dados do INE, no bolo total das exportacoes
portuguesas, o Brasil pesa 57% em valor. Os primeiros oito meses do ano renderam 93

milhdes de euros em vendas para este mercado, mais 35% face ao periodo homologo.
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Quanto ao futuro, as estimativas da Casa do Azeite para 0s proximos anos séo de
continuo crescimento. No periodo entre 2016 e 2020 a previsdo média é de um aumento nas
exportacGes de 30% comparando com os anos 2011-2014. Até 2020, Portugal pode chegar
as 98 mil toneladas, o que nao é de todo exagerado, mas nao chega para as exportacdes (Casa
do Azeite, 2014).

4.2. Analise de Mercado aos Pesticidas

A aplicacdo de pesticidas aumentou em 50% no mundo, desde 1950. Atualmente, a
producdo industrial de pesticidas é de 2,5 x 10° kg/ano. Segundo o Eurostat economic
accounts for agriculture, no ano de 2000, em Portugal, gastou-se 37,9 €/ha em superficies
agricolas, sendo que, em 2005 o valor aumentou para os 70,6 €/ha (Eurostat, 2014;Chiaradia,
2009).

De acordo com a estimativa do INE, entre os anos 2007 a 2011 os fungicidas foram os
pesticidas que apresentaram maiores quantidades vendidas por SAU (Superficie Agricola
utilizada) em Portugal. Em segundo lugar aparecem os Herbicidas, seguindo-se de um
conjunto de pesticidas agrupados numa classe a que se chamou outros, e que inclui
nemacidas, formicidas, moluscidas, entre outros. Em Ultimo aparecem os inseticidas e

acaricidas, como se pode ver na Figura 14.

Venda de diferentes tipos de pesticidas por SAU
(Kg/ha), em Portugal
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S 45 -
g 2] B .
> 35 - ] ] I
_c§ <DE 3 - ®outra
S0 23]
Z 5 1% ] Insecticida e
a < 1 Acaricida
[«5)
kel 0,5 - B Herbicida
é 0 T T T T
= 2007 2008 2009 2010 2011

Anos

Figura 14- Venda de pesticidas por superficie agricola (Kg/ha), em Portugal entre os anos 2007-2011 (dados
de INE, 2014).
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Como se pode verificar, nos anos de 2007 e 2008, em Portugal, a venda de
pesticidas por unidade de superficie agricola, foi aproximadamente de 4,5 kg por hectare.
Através da figura anterior é possivel observar as variacdes do volume de vendas de
pesticidas, observadas durante o periodo de 2007 a 2011, que ficaram a dever-se
sobretudo as flutuagbes na comercializagdo dos fungicidas, em funcdo das condigdes

climatéricas como seca, chuvas intensas, temperatura elevada e queda de granizo.

Analisando as vendas por tipo de funcdo mais significativas, em 2011, os fungicidas
representaram 71% do total de vendas (cerca de 2, 8 kg/ha), no entanto, a comercializagdo
de herbicidas apesar de assumir uma quota de apenas 15% no total de vendas, com cerca
de 0,6 kg/ha, tem marcado posicdo no mercado (Figura 15). JA com os inseticidas e
acaricidas, o total de vendas foi de 2% nesse ano, dando-se um decréscimo acentuado das
vendas, o0 que podera dever-se ao condicionamento da aplicacdo de pesticidas no &mbito

das medidas agroambientais (INE, 2014).

Reparticao da venda de pesticidas por
tipo de funcdo em 2011

12%

29 M Fungicida
(o]

R

M Herbicida

Insecticida e
Acaricida

M outra

Figura 15- Reparti¢do da venda de pesticidas segundo o tipo de funcdo (dados de INE,
2014).

Brasil, India, Franca e México estfo, atualmente, entre os maiores consumidores de
pesticidas do mundo. Os principais produtores sdao os EUA, a Argentina e o Japéo
(Chiaradia, 2009).
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Capitulo 5- Materiais e Métodos

O desenvolvimento experimental do trabalho consistiu na implementacéo e aplicagéo
de métodos analiticos para determinar residuos de pesticidas em amostras de azeite. As
amostras foram preparadas pelo método Quechers, que foram otimizadas para alcangar

maior eficiéncia de extracdo e analise por GCMS.

5.1. Materiais e reagentes

Frascos de cor ambar (100 ml) com tampa rosqueével, tubos (15 e 50 ml)
proveniente do kit de extracdo roQ, saqueta KSO-8911 (proveniente do kit de extracéo roQ),
mascara adequada, vials, micro-inserts, rolhas e restante material de vidro corrente de
laboratério.

Os solventes usados neste trabalho foram: Acetonitrilo LiChrosolv (Merck, 99% de
pureza), Acetona Lichrosolv (Merck, 99,8% de pureza), Acido Acético Analar Normapur
(VWR Chemicals, 100% de pureza) e uma solucdo de acido acético/acetonitrilo (1:99). Os
padrbes de residuos de pesticidas e o padrdo interno foram adquiridos na Dr. Ehrenstorfer,
Alemanha, com um grau de pureza entre 96,4% e 99.9%.

5.1.1. Limpeza dos materiais

O material de vidro foi previamente limpo com solucdo aquosa de detergente neutro
concentrado da Shvredean Plus VK9, e de seguida lavado na méaquina de lavar com
neutralizador e detergente da Dr. Weigert. Depois da lavagem, passou-se o material pelo
solvente que é utilizado na preparacgéo das solucdes e retirou-se uma aliquota parte para um
vial para se injetar no GCMS (Figura 16). Esta acdo serviu para testar possiveis
contaminagOes no material. Se o material estivesse contaminado, era repetido 0 mesmo
procedimento tantas vezes quantas necessarias, caso contrario, procede-se a secagem em

estufa a 50°C durante 15 minutos.
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Figura 16- Cromatograma de uma limpeza de um bal&o volumétrico.

Através da anélise da figura anterior foi possivel constatar que o baldo volumétrico
estava contaminado com Esqualeno, que é um &cido gordo que esta presente no azeite,

portanto, repetiu-se novamente o procedimento descrito anteriormente.

5.2. Equipamentos e instrumentacao

Para efetuar as analises utilizaram-se 0s seguintes equipamentos/ instrumentag&o:
Balanca analitica Mattler Toledo, modelo AG204; Micropipetas automaticas com
capacidade variavel (20-200, 100-1000 pl); GC 7890A acoplado ao espectrometro de
massas 5975C da Agilent Technologies; Centrifuga Rotofix 32A- Hettich Zentrifugen;
Vortex RS Lab-6Pro, Estufa HERAEUS (50-300°C) e Ultrassons da VWR.

5.3. Padréo Interno e Residuos de pesticida

O Padréo interno escolhido para 0 método em estudo foi o Antraceno (Figura 17),
Esta escolha foi baseada nas suas caracteristicas fisico-quimicas semelhantes aos
pesticidas, por ndo reagir com as substancias ou outro componente da matriz, ndo estar

presente nas amostras de azeite para analise e, quando cromatografada ndo coeluir com 0s
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pesticidas estudados. Embora este Gltimo requisito ndo ser impeditivo, pois a dete¢do é feita
por espectrometria de massas, na qual cada composto produz um espectro caracteristico.

Figura 17- Estrutura molecular do Antraceno.

Para 0 método ja implementado na empresa o padrdo interno utilizado é o endossulfao-

sulfato, que se encontra referenciado na tabela seguinte.

Os pesticidas alvo deste trabalho foram definidos tendo em conta a cultura em estudo
(Oliveira), bem como uma analise feita a sua solubilidade. Concluiu-se que se dividem em
lipossollveis e hidrossollveis. Sendo que os hidrossoltveis ficam retidos no processo de
extracdo do azeite. Deste modo, a Tabela 3 apresenta a lista de pesticidas lipossoltveis que
sdo objeto deste estudo, bem como outras informacdes relevantes, como a sua estrutura, o
grupo quimico, o modo de acdo e os limites maximos de residuos fixados pela Uniédo
Europeia (Regulamento (EC) N° 396/2005).
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Tabela 3- Caracteristicas dos pesticidas selecionados para este estudo.

o . Modo LMR
Pesticida Estrutura Grupo Quimico

de Acdo (mg/Kg)

Inseticida/
Cipermetrina “LW Piretrdide Eormicid 0,05
ormicida

Clorpirifos- / Inseticida/
. b = Organofosforado o 0,05
Etil T X Acaricida

. 2 Inseticida/
Dimetoato - ‘}.,—SJ\« Organofosforado o 2
s Acaricida

| Inseticida/

. oK Formicida/
Fentido Organofosforado o 0,01

Acaricida/

~ Cupinicida

Fosmete Q:((“‘\t:f'-o\ Organofosforado Inseticida 3
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Tabela 3- Caracteristicas dos pesticidas selecionados para este estudo (Continuacao).

o o Modo LMR
Pesticida Estrutura Grupo Quimico .
de Acgédo (mg/Kg)
Lambda- ‘Tﬂ - o
; _ A Piretroide Inseticida 1
Cialotrina ..
Ly L™
{ i -
) Y ™S Inseticida/
Malatiéo ° - Organofosforado o 0,02
! Acaricida
R
Df
I,
Metidatiao J Organofosforado Inseticida 0,02
\_\=
Oxifluorfena 1 < % G Difenil Eter Herbicida 1
—, |
) ) P Inseticida/
Paratido-Metil Organofosforado o 0,02
Acaricida
Tebuconazol M Triazol Fungicida 0,05
P
Terbutilazina o Triazina Herbicida 0,05
N VY
Triclorfao :0 b \(%4 Organofosforado Inseticida 0,02

O comportamento de um pesticida pode ser estimado pelas suas caracteristicas fisico-

quimicas e pelos seus metabolitos ou produtos de degradacdo. A Tabela 4 mostra algumas

propriedades fisico-quimicas dos padrdes de pesticidas selecionados para o estudo
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Tabela 4- Propriedades fisico-quimicas dos padrdes selecionados para o estudo.

Massa Ponto de Ebulicéo, Pressdo de vapor  Solubilidade em agua

Padroes Fase Molecular, g/mol oc (mPa), (g/L), 25°C Pureza, %
25°C
Antraceno Cristalina 178,2 216,8 8 2,2 98,5
(Padréo Interno) solida
Buprofezina Cristalina 305,4 104,3 1,25 0,9 99
Solida
Cipermetrina Solido 416,3 125 2,3x10* 0,004 98
ceroso
Clortalonil Cristalina 265,9 253,3 0,076 0,0006 99,5
Solida
Clorpirifos Cristalina 350,6 43,5 2,5 0,002 99,9
Solida
Deltametrina Cristalina 505,2 100 0,002 2x10-5 99,5
Solida
Dimetoato Cristalina 229,3 50,3 1,1 25 99,5
Sélida
Endossulfao- Cristalina 4229 179,4 1,07 1,063 98,5
Sulfato Solida
Fentido Liquida 278,3 87 4 0,02 99
Fosfamidéao Liquida 299,7 356 3,3 0,20 96,4
Fosmete Cristalina 317,3 72,1 70 0,02 98
Solida
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Tabela 4- Propriedades fisico-quimicas dos padrdes selecionados para o estudo (Continuacao).

Pressdo de vapor

Massa Molecular,  Ponto de Ebulicéo, Solubilidade em

0 [0)
Padroes Fase g/mol °c (mPa), agua (g/L), 25°C Pureza, %
25°C
Lambda- Cristalina
) ) - 4499 50 2x10 0,005 98
Cialotrina Sélida
Malatido Liquida 330,3 156 53 0,145 99
Cristalina
Metidatido ; 302,3 39 0,186 0,25 98
Sélida
Cristalina
Oxifluorfena - 361,7 87 0,0267 116x10* 98
Sélida
Cristalina
Paratiao-Metil ) 263,2 36 0,2x10°® 18,5 98,5
Solida
Cristalina
Tebuconazol ) 307,7 100,7 5,03x10° 0,036 98,5
Sélida
- Cristalina
Terbutilazina - 229,7 176,1 0,15 0,0085 98,5
Sélida
Cristalina
Triclorfao ] 257.8 78 0,21 120 99
Solida
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5.4. Procedimento experimental

a) Preparacéo de Solucodes

Padrédo Interno

Pesou-se na balanca analitica 10 mg de Antraceno num baldo de 100 ml, adicionou-se
uma pequena quantidade de acetonitrilo e levou-se o baldo ao ultrassons durante alguns
minutos para dissolver totalmente o padréo. Depois perfez-se o baldo com o volume indicado
e obteve-se uma Solucdo-Mae de 100 ppm. A partir desta solucao foi preparada uma solugédo
diluicdo de 10 ppm e de 1 ppm. A solucdo de 10 ppm sera usada posteriormente no Método
de Quechers.

O Padrdo Interno, Endossulfdo Sulfato, que é usado no método implementado na
empresa foi preparado do mesmo modo, s6 com um solvente diferente, o n-hexano. A

solucdo de 10 ppm sera usada posteriormente no método de Quechers.

Padroées de Pesticidas

As soluces individuais de cada padrao de pesticida foram preparadas do mesmo modo
gue o Antraceno. ApoOs a obtencdo da solucdo-Méae de 100 ppm foram preparadas as

respetivas dilui¢cdes de 1 ppm.

Mix de Pesticidas

As solucdes-mix sdo constituidas por 5 padrdes de pesticidas e foram preparadas a
partir das solu¢Ges-mée de 100 ppm. Portanto, para um baldo de 10 ml retiraram-se 2 ml de
cada um dos padrdes para se obter uma concentracdo de 10 ppm. De seguida, também em
baldes de 10 ml, efetuaram-se as dilui¢ces de 1ppm; 0,5 ppm; 0,2 ppm; 0,1 ppm; 0,05 ppm;
0,02 ppm e 0,01 ppm a partir da solucdo de 10 ppm preparada anteriormente. O Mix 1 €
composto pelo Dimetoato, Terbutilazina, Fentido, Buprofezina e Tebuconazol, ja o Mix 2 é
constituido pelo Triclorfdo, Fosfamiddo, Malatido, Metidatido e Lambda-Cialotrina. De

seguida, as Figuras 18 e 19 exemplificam a preparacdo do Mix 1 e as suas diluigdes.
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2ml de cada padrdo

&

Dimetoato Buprofezina

Terbutilazina Tebuconazol Fentido Mix1
200ppm k 100ppm 100ppm 100ppm 100ppm o
e 100mi 100mi 100mi 100m! .

Figura 18- Preparacdo do Mix 1 de concentracdo 10 ppm.

iml iml 1ml
lppm J;L ‘ 0,01ppm '
10ml 10ml 10ml 10ml
smil iml 2ml iml
0,05ppm 0.02ppm
10ml 10ml 10ml 10ml 10ml 10ml

Figura 19- Preparacéo das dilui¢cBes do Mix 1.

Com estas solucBes padrdo, posteriormente serdo construidas as retas de calibracéo,

onde é feita a relacéo entre a concentragéo e a resposta.
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b) Cuidados a ter apos a preparacao das solucgdes

Ao trabalhar com este tipo de solucdes deve garantir-se que todas as solugdes
diluidas sdo verificadas frequentemente, sdo observadas todas as precaucGes para evitar
possiveis contaminacdes com materiais de plastico ou de borracha e sdo examinadas as

impurezas dos padrdes analiticos.

No que diz respeito a estabilidade das solucgdes, quando estas estdo guardadas a -
20°C, é provavel que durem, pelo menos, um a dois anos. Por forma a permitir o equilibrio
das soluges, deve deixar-se que estas atinjam a temperatura ambiente antes de abrir os

recipientes onde se encontram.

5.5. Métodos analiticos - GCMS

Como ja referi anteriormente, os efeitos adversos provocados por doses residuais de
pesticidas na saude tém representado uma &rea de preocupacdo social, portanto, a
regularidade de andlises de controlo de residuos nos alimentos passou a ser essencial.

A cromatografia gasosa € um método fisico de separacdo dos componentes de uma
mistura através de uma fase gasosa movel sobre uma fase estacionéaria e consiste
primeiramente na introducdo da amostra numa corrente de gas puro e inerte, que atua como
gas de arraste. O fluxo de gas passa pela coluna através da qual os componentes da amostra
se deslocam a diferentes velocidades, influenciadas pelo grau de interagdo de cada
componente com a fase estacionaria ndo volatil. As substancias que tém a maior interacéo
com a fase estacionaria sdo retidas por mais tempo e, portanto, sdo separadas das de menor
interacdo. A medida que as substancias eluem da coluna podem ser quantificadas por um

detetor. A Figura 20 representa um esquema de um cromatografo gasoso.
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Figura 20- Esquema basico de um cromatégrafo gasoso (Biomedicina Brasil, 2014).

Um cromatografo gasoso é constituido por um conjunto de equipamentos, sendo eles
o0 sistema de gases de arraste, injetor, coluna, forno, detetor e um computador, onde s&o

registados os cromatogramas e onde € feito o tratamento de dados.

Gas de arraste
O Gas de arraste deve ser puro e inerte, para que ndo reaja nem com a amostra nem

com a fase estacionaria. A escolha do gas de arraste depende do detetor e da eficiéncia e
velocidade de separagdo desejada e os gases mais usados sdo 0 Azoto, Hélio e Hidrogeénio.

O gas de arraste utilizado neste estudo foi o Hélio e encontra-se comprimido em cilindros.
As condicbes do fluxo de gas sdo controladas por reguladores de pressdo e valvulas de

medicdo (Pereira, 2009).

Fase estacionaria

A escolha desta deve ter em atencdo um conjunto de propriedades como a volatilidade
baixa, estabilidade térmica, coeficientes de particdo apropriados para as substancias em
estudo e baixa pressdo de vapor a temperatura da coluna. O tempo de retencéo depende do
coeficiente de particdo assim como a natureza da fase estacionaria.

Para que se tenha um tempo de retencdo razoavel na coluna um dado soluto deve ter um

certo grau de solubilidade para o solvente (Coulson e Richardson, 1985).
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Injetor
As amostras sdo introduzidas no injetor com a ajuda de uma seringa. O injetor deve

estar a uma temperatura acima do ponto de ebuli¢cdo dos componentes da amostra, para que
esta se volatilize completa e instantaneamente e seja introduzida na coluna. A temperatura
ndo deve ser muito elevada pois pode ocorrer a degradacdo térmica da amostra, sendo
normalmente usada entre os 150°C e os 250°C.

Na injecao splitless (vaporizacdo sem divisdo de fluxo) toda a amostra entra na coluna

e é a mais adequada para amostras com baixas concentragdes de analito.

Coluna
A separacédo dos analitos da amostra é feita na coluna capilar. A natureza do suporte

solido, o tipo e quantidade da fase liquida, o método de empacotamento, o tamanho da coluna
e a temperatura desta sdo os varios fatores que determinam a eficiéncia da separagdo

analitica.

Forno
O forno é onde se encontra a coluna, este é aquecido por ar quente que circula por

meio de uma ventoinha.

Detetor

O detetor, situado na saida da coluna, permite registar e medir as pequenas quantidades
dos componentes da mistura separados na coluna e eluidos pelo fluxo de gas de arraste. O
sinal de saida do detetor alimenta um dispositivo que produz um grafico denominado
cromatograma. O detetor usado no desenvolvimento deste trabalho foi o espetrémetro de

massa (Figura 21).
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Figura 21- Cromatdgrafo gasoso acoplado ao espetrometro de massas modelo 5975C da Agilent
Technologies.

Atualmente, o MS (espectrometro de massas) é a melhor técnica de detecdo para
cromatografia. A sua especificidade, seletividade e limite de detecdo carateristicos sao mais
que suficientes para enfrentar a maioria dos problemas analiticos. Para obter o espectro de
massa, as moléculas no estado gasoso ou as espécies dessorvidas a partir de fases
condensadas sdo ionizadas. Os iBes obtidos sdo acelerados por um campo elétrico e
separados de acordo com a razdo entre a Sua massa € a sua carga elétrica, m/z. O espectro de
massa apresenta a resposta do detetor contra m/z. ldealmente a area do pico é proporcional
ao valor da abundancia.

O MS pode ser operado de duas formas, no modo SCAN (varredura linear) ou SIM
(Selected lon Monitoring). O modo SCAN é muito utilizado para fazer o reconhecimento da
composi¢cdo da amostra. O modo SIM pode ser utilizado apds a obtencdo do tempo de
retencdo e realizada a selecdo dos ides mais representativos do analito alvo. Este modo € o
mais indicado para a quantificagcdo de um determinado composto presente na amostra.

A identificacdo dos compostos é feita por comparagdo com 0s compostos presentes na
base de dados da biblioteca NIST (National Institute of Standards and Technology) e
confirmada através da comparacgéo dos seus tempos de retencdo e espectros de massa com o
dos compostos puros. A biblioteca NIST é uma base de dados que contém espetros de massas

e outras propriedades de mais de 163 mil compostos quimicos (Pereira, 2009).
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5.5.1. Condicdes Cromatograficas

A rampa de temperatura foi ajustada durante a otimizacdo do método, de modo a
permitir um melhor desempenho da técnica cromatografica para os analitos em estudo.
Entdo, a temperatura inicial do forno foi de 120°C durante 2 minutos, com uma taxa de
aquecimento de 6°C/min até aos 300°C e mantida por 20 minutos. O tempo da corrida foi de

52 minutos.

As injecdes foram realizadas com injetor automatico no modo splitless. A temperatura
do injetor foi de 300°C, foi utilizado um liner de quartzo com 14 de vidro. O géas de arraste
utilizado foi o Hélio (99,99% de pureza) com um fluxo de 3 ml/min e uma pressao de 14,16
psi. O volume injetado foi de 2 pl. Antes e apos a injecdo sdo feitas 10 lavagens no Solvente
A (Acetona) e 10 no Solvente B (N-hexano) A coluna capilar utilizada foi uma HP-5MS
(5% fenil e 95% metilsiloxano) com 30 m de comprimento, 250 pl de diametro interno e
0,25 ul de espessura de filme de fase estacionaria. O espectrometro de massas foi operado

em modo SCAN/SIM, com fonte de ibes por impacto de eletrdes (EI) a 1353 eV.

As condicGes cromatograficas foram gerenciadas pelo software GC-MSD Data

Analysis (Figura 22).
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Figura 22- Software GC-MSD Data Anlysis.
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5.5.2. Procedimentos de rotina do GCMS

Antes da utilizagdo do GCMS convém realizarem-se alguns testes de rotina para se
confirmar que o aparelho esta apto para trabalhar. A primeira tarefa é fazer uma injecao de
ar em SCAN com o principal objetivo de verificar a linha de base da rampa e possiveis
contaminacg0es da seringa e da linha do gas. A proxima tarefa é injetar uma mistura teste de
concentracdo conhecida para testar a reprodutibilidade do aparelho (Figura 23 e 24), fazendo
depois uma comparagdo com a injetada no dia anterior. Outra ferramenta de testes para
verificar se esta tudo conforme com o aparelho é o Autotune, permitindo verificar as
condig¢Bes em que se encontra o aparelho. Se tudo estiver conforme pode-se trabalhar, caso

contrario tera de se procurar o problema, ou entdo chamar o técnico do equipamento.
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Figura 23- Overlay da linha de base da rampa com a da mistura teste.
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Figura 24- Overlay de duas misturas teste para testar a reprodutibilidade do aparelho.
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Atraveés das imagens anteriores foi possivel constatar que ndo existiam qualquer tipo
de contaminagdes da linha do gas, nem da seringa e que as misturas teste sdo da mesma
ordem de grandeza garantindo a reprodutibilidade do aparelho e evitando erros de analise.
Foi possivel fazer esta constatacdo aplicando uma das funcdes existentes no software

utilizado o Overlay-Tic, que consiste em sobrepor dois cromatogramas diferentes.

5.6. Validagdo de métodos Analiticos

A validagdo deve garantir, através de estudos experimentais, que o método atenda as
exigéncias das aplicacOes analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados. Durante a
validacdo, um aspeto importante a testar € a estabilidade da resposta do processo analitico,
através de injecdes de padrBes. Os parametros analiticos para validagdo de métodos de
separacdo, segundo o Eurachem Guide s&o 0s seguintes:

Identidade/seletividade

A confirmacdo da identidade do analito é essencial num processo de validacdo, pois
pretende-se analisar rigorosamente na amostra 0s analitos sem a interferéncia de compostos
semelhantes ao analito.

A seletividade de um método instrumental de separacédo é definida como a capacidade
de determinacdo exata de um método, mais especificamente o/s analito/s de interesse na
presenca de outros componentes numa matriz, nas condicdes de teste. A seletividade garante
que o pico de resposta seja exclusivamente do composto de interesse. A seletividade precisa

de estar assegurada para que a linearidade, a exatidao e a precisdo ndo sejam comprometidas.

Limite de Detecéo e de Quantificagdo

O Limite de Detecdo (LD) corresponde a menor quantidade de um analito que pode
ser detetada, porém ndo necessariamente quantificada. O Limite de Quantificacdo (LQ)
corresponde a menor quantidade de um analito que pode ser quantificado com exatiddo e

veracidade. O LD corresponde & concentracdo do analito que resulta um sinal 3 vezes o ruido

42



Detegdo de Residuos de Pesticidas

da linha de base e o LQ corresponde & concentracdo do analito que produz um sinal ruido
superior a 10 (Figura 25). Para a altura do sinal foi utilizada a altura do pico cromatogréfico,

sendo medida a partir da média da oscilacao do ruido.

LQ=10S/R

| |

LD=33/R

Resposta

Ruido

.-'N_\"'v'l..-'\--' Pt e, Pl e s i el f Wt ™ A, ‘kal-l'\_,—u'\-_)'_m_-
bl | ———————
'

Tempo, em minutos

Figura 25- Representag¢do gréafica do ruido da linha de base, do LD e LQ.

O ruido consiste na flutuacdo da linha de base obtida no cromatograma sendo a
diferenca entre a maior altura e a maior profundidade dos picos, ndo relacionado a nenhum

composto detetado.

Curva analitica e Linearidade

A calibracdo é uma das fases mais importantes na analise quimica. A curva analitica é
0 método de quantificacdo mais frequentemente utilizado e consiste na determinacdo da
resposta do GCMS as varias concentracdes dos residuos de pesticidas em estudo. A curva
de calibracéo sera construida preparando-se as soluc@es analiticas padrdes de pesticidas, em
solvente ou extrato da matriz, nas suas varias concentracfes. A curva preparada em solvente
relaciona o sinal do GCMS com a concentracao do analito, sem considerar a interferéncia da
matriz. No presente caso, optou-se por tracar a reta tendo em conta as interferéncias que a
matriz pode causar no analito. Isto é, utilizando as diferentes concentragfes do mix de
pesticidas na presenga da matriz, utilizando o método de Quechers. A IUPAC (Internacional

Union of Pure and Applied Chemistry) recomenda seis ou mais niveis de concentracgao.
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Neste caso, foram utilizados 8 niveis de concentra¢do (10 ppm, 1 ppm, 0,5 ppm, 0,2 ppm,
0,1 ppm, 0,05 ppm, 0,02 ppm e 0,01 ppm).

A linearidade € a habilidade de um método analitico em produzir resultados que sejam
diretamente proporcionais a concentracdo do analito em amostras, numa dada gama de
concentragOes. Portanto, para a quantificacdo terd de existir uma relacdo linear entre a
resposta, em forma de sinal, e a concentracdo do analito. A linearidade é obtida pela equacéao

da reta usada para o calculo da concentracdo do analito a ser determinado na amostra real.

Exatidao/Precisio

A exatiddo é avaliada através da veracidade e da precisao. A veracidade do método
corresponde a avaliacdo de quédo o valor determinado esta proximo do valor estabelecido
como real ou esperado.

A precisao é usualmente determinada em circunstancias que podem ser modificadas,

sendo a quantificacdo feita através de repetibilidade e reprodutibilidade.

Repetibilidade

A repetibilidade define-se como a menor precisdo esperada, exprimindo a
variabilidade esperada quando o método é aplicado por um analista, num equipamento
durante um determinado espaco de tempo, isto € nas mesmas condi¢bes experimentais. No
caso, de existir um estudo entre varios laboratérios, tem mais significado determinar a

precisdo através da reprodutibilidade.

Reprodutibilidade

A reprodutibilidade caracteriza-se pela variabilidade esperada quando o método é
aplicado, como por exemplo, por varios analistas, em varios equipamentos ou em dias
diferentes.

A reprodutibilidade foi testada fazendo 5 injecbes de uma mistura teste de
concentragdo conhecida. Observando as Figuras 26, 27 e 28, foi possivel verificar que um
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dos grandes obstaculos encontrados foi o facto de, em dada altura, o aparelho ndo apresentar
resultados reprodutiveis.
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Figura 26- Cromatograma da mistura teste na integra.
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Figura 27- Overlay dos cromatogramas referentes as inje¢des dois e cinco, do tempo zero aos 22 minutos.
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Figura 28- Overlay dos cromatogramas referentes as inje¢des dois e cinco, do tempo 25 aos 32 minutos.
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Através do Overlay-Tic, constatou-se que, dois cromatogramas de injecdes de vials
diferentes, mas com a mesma amostra, nas mesmas condigdes e exatamente no mesmo dia,
apresentaram resultados bastante distintos.

Exclui-se, a partida, a primeira injecdo, porque a diferenca de resultados poderia dever-
se a fatores como: bolhas existentes na seringa ou entupimento da mesma, contaminacéo dos
septos dos vials, ou contaminagdes residuais da amostra injetada anteriormente; descartando

assim a possibilidade de erros de analise dos dados obtidos com os anteriores.

Percentagens de Recuperacao
Normalmente, os métodos analiticos ndo quantificam exatamente o analito na amostra.
Deste modo, é necessario conhecer a eficiéncia do método ao extrair o analito na sua matriz.
Os intervalos aceitaveis de recuperacdo para a analise de residuos, geralmente esta
entre os 80 e 0s 120%, com um coeficiente de variacdo até + 20%. Portanto a Recupera¢do

sera:
Rec (%)= (concentragdoi/concentragdo,)*100 1)
Onde,
C:- concentragdo relativa do analito no extrato;
Co- concentragédo do analito na solucéo padréo.
Sensibilidade

A sensibilidade é um pardmetro que demonstra a variagdo da resposta em funcéo da
concentragdo do analito. E representada pelo declive da reta de calibrac3o, e é determinada
simultaneamente aos testes de linearidade. Mudancas na resposta do instrumento

correspondem a uma mudanga da concentracdo do analito (Eurachem, 2005).
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5.7. Método Multiresiduo de Extracéo - Quechers

Na analise de residuos de pesticidas ha a necessidade de uma etapa prévia de
preparacdo da amostra antes da andlise instrumental devido & complexidade das matrizes,
concentracdes extremamente baixas dos analitos, bem como apresentarem propriedades
quimicas muito distintas. Os principais objetivos de preparacdo da amostra sdo, portanto,
promover a extracdo e o enriquecimento dos analitos de interesse da matriz, e a remogéo,
tanto quanto possivel, dos interferentes. Desta maneira, a preparacdo da amostra € uma etapa
crucial dentro de todo o processo analitico.

As novas tendéncias em preparacdo de amostras sdo o desenvolvimento de métodos
que aumentem a precisdo, a reprodutibilidade e a relacdo custo-beneficio. Entre os
procedimentos de preparacdo de amostra que tém sido largamente empregues para a
determinacdo de residuos de pesticidas em matrizes complexas destaca-se o método de
extracdo Quechers.

O método de extracdo Quechers (do inglés Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged
and Safe) foi criado com o principal objetivo de superar limitacGes praticas de outros
métodos de extracdo multiresiduos ja existentes. Este método tem as vantagens principais de
ser um método rapido, facil, econdémico, efetivo, robusto e seguro, tal qual como o nome
indica. Este método, implementado como método AOAC (Association of Official
Agricultural Chemists) é baseado numa extracdo com acetonitrilo, seguido de particdo
liquido-liquido (adigdo de MgSO4e CH;COONa) e posterior etapa de clean-up com SPE
dispersiva (Sampaio, 2011). A figura 29 apresenta um esquema representativo do método

Quechers.
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Pesar 15 g de amostra (fubo 50ml)

h 4

[ Adictonar 15 ml de acido acético/acetonitrilo (1:99) + 150 pl de Padrio Interno

ETAPA DE
EXTRACAO

l

[ Adicionar conteudo da saqueta (MgS0; + CH:COONa) ]

h

Agitar 1 minuto vigorosamente

l

[ Centrifugar (5min, 4000rpm) ]

Transferir = 5ml do sobrenadante para um tubo de 15 ml

p

Agitar 30 segund

08 \'igorosam ente

[ Centrifugar (5min, 4000rpm) ]

i

[ Analise Cromatografica por GCMS ]

Figura 29- Fluxograma representativo do Método Quechers.

As etapas tipicas do Método Quechers sdo descritas de seguida:

Solvente de Extragdo

ETAPA DE
PARTICAO

ETAPA DE
CLEAN-UP

A escolha do solvente de extragdo € um passo crucial no desenvolvimento do método.

Muitos aspetos devem ser considerados incluindo:
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» Habilidade para extrair uma ampla faixa de pesticidas organicos de diferentes
polaridades;

» Apresentar seletividade, que pode ser adquirida durante a extracao, particao e clean-
up;

» Separacdo da fase gasosa;

» Compatibilidade com as técnicas de separagdo;

» Custo, seguranca e aspetos ambientais.

O solvente mais usado para a extracdo € o acetonitrilo, no entanto, apresenta vantagens
e desvantagens. O acetonitrilo quando comparado com a acetona ou 0 acetato de etilo
proporciona uma menor quantidade de co-extrativos lipofilicos (ceras, gorduras e pigmentos
lipofilicos) provenientes da amostra. Além disso, apresenta a vantagem de extrair uma ampla
faixa de pesticidas com diferentes polaridades e quando acidificada, permite recuperacgdes
satisfatorias para pesticidas que, geralmente apresentem problemas de estabilidade. No
método Quechers o acetonitrilo foi escolhida como solvente de extracdo usando 15 ml do
solvente para 15 g de amostra, resultando uma relacdo de 1g de amostra para 1ml de solvente
(Prestes et al., 2009).

Padréo Interno
A propagacado dos erros nas etapas do método Quechers foi monitorizada através da

utilizacdo do padrdo Interno Antraceno.

Adicdo de Sais
A adigdo de sais na etapa de particdo promove o efeito “salting-out ” propiciando
melhores percentagens de recuperacdo para analitos polares. Isto ocorre porque a adi¢do
de sais faz diminuir a solubilidade destas substancias na fase aquosa, assim como a
quantidade de agua na fase organica e vice-versa. Portanto, no desenvolvimento do
método Quechers foi utilizada uma mistura de 6g de MgSQOas e 1,59 de CH;COONa. O
MgSO4 ¢ usado devido & grande capacidade de remover agua quando comparado com

outros sais e 0 CHsCOONa tampona a amostra para estabilizar o pH (Sampaio, 2011).
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Clean-up

A etapa de clean-up é essencial para promover robustez e confiabilidade aos resultados
obtidos pelo sistema cromatografico. Um novo método de clean-up é denominado extracdo
em fase solida dispersiva (D-SPE), onde 5 ml do extrato é colocado em contato com uma
mistura contendo 0,4 g do sorvente amina primaria-secundéria (PSA), 1,2 g de MgSQOs ¢ 0,4
g do sorvente octadecilsilano (Cig). PSA é um adsorvente de troca iénica fraco com
habilidade de remover acidos gordos e outros co-extrativos interferentes da matriz que
formam ligagOes de hidrogénio. O Cig é usado essencialmente para matrizes com um teor de
gordura maior que 2%, pois remove com boa eficiéncia interferentes apolares, tais como
gorduras e lipidos. MgSO4, como referi anteriormente, permite a remoc¢édo de agua residual,
proporcionando um extrato final de menor polaridade, facilitando a precipitacdo de co-

extrativos polares (Cabrera et al., 2012).

a) Metodo de preparacdo das amostras de azeite

De seguida é definido o procedimento para a purificagdo da amostra a analisar pelo
Método de Quechers.
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1- Pesagem de 15g da amostra homogenizada para um tubo limpo de 50 ml; 2- Adicéo de
15 ml de &cido acético/acetonitrilo (1:99); 3- Adicdo de 150 pl de Padrédo Interno; 4- Adicao
do conteudo da saqueta KSO-8911; 5- Agitacdo manual; 6- Centrifugacdo; 7-Transferéncia
de aproximadamente 5ml do sobrenadante do processo de extracdo para um tubo de 15 ml e
agitacdo manual; 8- Centrifugacdo; 9 e 10- Transferéncia do sobrenadante desejado para um
vial; 11- Andlise das amostras em SIM/SCAN por GCMS.

Figura 30- Passos analiticos para a realizagdo do método de Quechers.

b) Relac&o entre Quechers e Calibragéo

Inicialmente, foi escolhida uma matriz de azeite isenta de pesticidas, previamente
analisada num laboratério externo de analises de contaminantes. Esta mesma matriz foi
utilizada durante todo o processo de calibragdo, garantindo assim que ndo haveriam
quaisquer residuos de pesticidas a interferir no processo. Desta mesma matriz de azeite, foi
feita uma analise com o método de Quechers, isenta de quaisquer padrdes, verificando assim
o efeito da matriz apds a sua extracdo (Figura 31). O efeito de matriz define-se, na
cromatografia gasosa, como a diferenca de intensidades e formatos dos picos

cromatograficos obtidos quando analisados na presenca e auséncia desta. Este fenGmeno
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existe devido ao blogqueio dos sitios ativos do injetor pela matriz, prevenindo a adsor¢éo e
degradacéo térmica dos analitos. Potencia-se ou diminui-se assim, a passagem dos analitos

do injetor para a coluna cromatografica (Pereira, 2009).

O cromatograma da matriz apés aplicacdo do método foi comparado com 0s
cromatogramas dos padrdes individuais (SCAN e SIM), de modo a verificar qual poderia ser
a sua interferéncia na posterior anélise de cada um dos residuos de pesticidas, garantindo

total qualificacdo e quantificacdo dos mesmos.
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Figura 31- Cromatograma da matriz isenta de padrdes, em SIM.

Para efeitos da calibracdo foi efetuado o método de Quechers como descrito
anteriormente, a exce¢do do ponto numero 3 onde ndo foi adicionado apenas o padrdo

interno, mas também 1ml de cada concentracdo do Mix a calibrar.
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Capitulo 6- Resultados

Neste capitulo serdo apresentados os resultados cromatograficos do trabalho
desenvolvido. Inicialmente, comegou-se por conhecer os diferentes compostos, as suas

caracteristicas e a sua cromatografia, que se apresenta nos topicos seguintes.

6.1. Analise de Pesticidas- Implementacdo de um método novo
6.1.1. Resultados Cromatogréaficos — Padrdes individuais

Ap0s a preparacdo das solucbes-padréo retirou-se cerca de 25 pul de cada uma para um
vial e correu-se as amostras em SCAN e depois em SIM. O método SCAN foi usado para a

comprovacao da identidade de cada composto, como se pode comprovar pela Figura 32,
onde é dado um exemplo do residuo Fentido.
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Figura 32- Cromatograma do Fentido mostrando o seu tempo de retencdo e o espectro de massas, em SCAN.

Com base na analise cromatografica, em SCAN e na biblioteca NIST (Figura 33),
foram definidos dois i6es maioritarios para cada composto, sendo um de quantificacéo e

outro de qualificacdo. Através desta mesma analise, conseguiu-se observar o tempo de
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retencdo dos diferentes compostos para estas condi¢cbes cromatograficas, isto é, o tempo
decorrido desde 0 momento da injecéo, até ao ponto mais alto do pico.
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Figura 33- Biblioteca NIST do padrdo Fenti&o.

Os resultados dos ides selecionados para analise de cada composto e 0s seus tempos

de retencdo sdo apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5- Padrfes com os respetivos tempos de retencdo e ides caracteristicos.

Analitos Tempo de Reteng&o, min 18es caracteristicos, m/z
Antraceno 13,34 89; 178*
Buprofezina 19,86 105*; 172
Cipermetrina - -
Clortalonil - -
Clorpirifos 16,63 97*; 314
Deltametrina - -
Dimetoato 12,36 87*; 178
Endossulfdo-Sulfato - -
Antraceno 13,34 89; 178*
Fosfamidéo 14,84 127*; 264
Fosmete 23,30 160; 317*
Lambda-Cialotrina 24, 96 181*; 197
Malatiéo 16,33 125*; 173
Metidatiéo 18,41 85; 145*
Oxifluorfena 19.91 252*; 361
Paratido-Metil 15,04 109*; 263
Tebuconazol 22,31 70; 125*
Terbutilazina 13,14 173; 214*
Triclorfao 4 79; 109*

*ido de quantificacdo

Houve alguns residuos de pesticidas para 0s quais ndo se conseguiu obter quaisquer

1313

resultados, compostos assinalados com um “-“ na tabela acima apresentada. Pressupde-se
que este resultado tenha acontecido devido a solubilidade, ou falta dela, por parte do

residuo para com o solvente selecionado e pode-se verificar através da Figura 34.
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Figura 34- Cromatograma do padrdo Clortalonil em SCAN.

Por outro lado, 0 método SIM, com selecdo de iGes, mostrou-se mais adequado para a
quantificacdo dos diferentes compostos, devido a maior sensibilidade e seletividade obtida.

Deste modo, injetou-se em SIM os compostos cujos resultados em SCAN foram positivos.

De seguida, € dado um exemplo de cromatograma do residuo Fentido em SIM (Figura 35).
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Figura 35- Cromatograma do Fentido mostrando os iGes maioritarios selecionados.
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Apo6s as vérias injecbes dos padrdes de pesticidas, em SCAN e SIM, foram
determinados os limites de detecdo e quantificagdo dos mesmos para se saber qual o menor
valor da concentracdo do analito que pode ser detetado/quantificado com confianca. Os

valores calculados estdo descritos na Tabela 6.

Tabela 6- Limites de detecdo e quantificagdo para os padrdes estudados, em ppb, nos modos SCAN (*) e

SIM (**).
Analitos LD* LQ* LD** LQ**
Antraceno 50 500 20 300
Buprofezina 33,3 330 6.6 66,6
Clorpirifos 42,5 142.8 15 S
Dimetoato 107 1077 2,25 7,5
Fentido 17,3 57,1 4 13,3
Fosfamidao 333 666 20 66,6
Fosmete 115,4 1154 75 500
Lambda-
Cialotrina 15 500 70 20
Malatido 120 400 70 300
Metidatidao 57 187 6 20
Oxifluorfena 130 450 3 10
Paratido-Metil 66,6 22,2 5 17,4
Tebuconazol 15,21 152,2 6,37 63,7
Terbutilazina 4 133 30 100
Triclorfao 75 250 425 124
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Exemplo de calculo do LD e LO para o padrdo Oxifluorfena
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Figura 36-Cromatograma da Oxifluorfena em SCAN.

Altura do pico: 20 000
Relacéo Sinal-Ruido: 3400-2500= 900
20 000/900= 22,2

Para efeitos de detecéo:
22,2/3=17,40
1 ppm/ 7,40= 0,13 ppm=130 ppb (Detecdo Minima)

Para efeitos de quantificagéo:
22,2/10=2,22

1 ppm/2,22= 0,45 ppm= 450 ppb (Quantificacdo Minima)

Portanto, através deste cromatograma da oxifluorfena em SCAN comprova-se que é

possivel deteta-la até aos 130 ppb, no entanto sé é viavel quantifica-la até aos 450 ppb.
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Figura 37-Cromatograma da Oxifluorfena em SIM.

Altura do pico: 3 800
Relacdo Sinal-Ruido: 98-94=4
3800/4=950

Para efeitos de detecéo:
950/3= 316,6

1ppm/ 316,6= 0,003ppm=3ppb (Detecdo Minima)

Para efeitos de quantificagéo:
950/10=95

1ppm/95= 0,01 ppm= 10 ppb (Quantificacdo Minima)

Portanto, através deste cromatograma da oxifluorfena em SIM comprova-se que é

possivel deteta-la até aos 3 ppb, no entanto s6 é viavel quantifica-la até 10 ppb.

6.1.2. Resultados Cromatograficos-MIX 1 de padrées

Tendo obtido bons resultados cromatogréficos, tanto em SIM como em SCAN dos

residuos: Dimetoato, Terbutilazina, Buprofezina, Fentido e Tebuconazol; conhecendo 0s

seus tempos de retencdo, ides maioritarios e classe quimica dos mesmos, optou-se por

construir um Mix 1 com estes compostos. O Mix 1 foi elaborado como mostra a Figura 19,

representada no capitulo anterior.
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De seguida apresentam-se as figuras com os resultados cromatogréaficos do Mix 1 para
a concentracdo de 10 ppm. A Figura 38 apresenta uma cromatografia limpida, sem

contaminacgdes, com pouco ruido e pouco bleading.
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Figura 38- Cromatograma do Mix 1 com uma concentracdo de 10 ppm, em SCAN.

Na Figura 39, pode-se observar o cromatograma em SIM, onde se verifica uma maior

sensibilidade do aparelho perante os picos selecionados, obtendo assim resultados mais

fidedignos.
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Figura 39- Cromatograma do Mix 1 com uma concentragdo de 10 ppm, em SIM.

6.1.3. Relacdo entre a matriz e o Mix de padrdes

Sempre que se queiram interar padrdes com uma matriz, é importante conhecer-se,

individualmente, ambas as partes. Realiza-se entdo esta acéo, inicialmente com o objetivo
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de conhecer o seu aspeto, mas depois também para perceber como se comportam e interagem
entre eles. Por esta mesma razdo é que se faz um Quechers, isento de padrdes, verificando
assim a sua interferéncia na posterior analise de residuos, como referi no capitulo anterior.
Por este motivo, sobrepdem-se os dois cromatogramas, o da matriz isenta de padrdes e o do
Mix, como se pode observar na seguinte figura, para verificar se existem alguns ides da

matriz que interfiram com os compostos escolhidos.
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Figura 40- Overlay do cromatograma do Mix 1 (10 ppm) com a matriz isenta de padrdes, em SIM.

Na mesma linha de orientacdo, e de modo a verificar até que concentracBes 0s
resultados do aparelho seriam viaveis, fizeram-se varias injecdes das varias concentracoes
do Mix 1 em SCAN e SIM.

Estando o aparelho com uma boa sensibilidade e reprodutibilidade relativamente ao
Mix1, pode-se entdo passar para a analise destes padrdes na matriz de azeite escolhida

anteriormente.

6.1.4. Resultados Cromatogréaficos-Quechers com MIX 1

A seguinte figura demonstra a sobreposi¢do de cromatogramas do Mix 1 com
concentracéo de 10 ppm, com o Quechers onde foi adicionado 1ml do Mix 1 com a mesma

concentracéo.
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Figura 41- Overlay dos cromatogramas do Mix 1 de 10 ppm com o Quechers.

Apos as seguintes injecBes do Mix 1, com e sem a matriz, foi possivel concluir que
ndo foi possivel partir para a calibracdo deste devido as baixas recuperacdes obtidas dos
padrdes deste Mix. Apés a observacdo dos cromatogramas obtidos para 0 Quechers com o
Mix1 foi possivel, através da ferramenta de trabalho Integrate and Label Peak Areas, fazer

a integracdo dos picos e construir a reta de calibracdo para o composto Dimetoato.

Tabela 7- Célculo da area relativa.

Pesticida Concentragdo Area Area PI Area Relativa
Pesticida, ppm Pesticida
10 68989 58936 1.1706
1 5149 59090 0.0871
0.5 2404 57007 0.0422
. 0.2 881 63789 0.0138
Dimetoato 0.1 465 59712 0.0078
0.05 275 61958 0.0044
0.02 99 57936 0.0017
0.01 0 53277 0

Avrea relativa= Area de pesticida/ Area padréo interno

Na seguinte figura estd representada a reta de calibragdo do Dimetoato, que esta

presente no Mix1.
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Figura 42- Reta de calibragdo do Dimetoato.

Na Tabela 8 apresentam-se os resultados obtidos da concentracao relativa no extrato,
obtidos através da equacdo da reta de calibracdo do Dimetoato para as diferentes
concentracfes e as respetivas recuperacfes, calculadas através da férmula descrita

anteriormente no ponto 5.6..

Tabela 8- Calculo da concentragéo relativa e respetivo fator de recuperagéo.

Concentragoes - Fator de
. Concentragao ~
do Dimetoato, . Recuperagio,
relativa
ppm %
10 10.03063 100.306
1 0.746686 74.669
0.5 0.361356 72.271
0.2 0.118348 59.174
0.1 0.06673 66.730
0.05 0.038033 76.067
0.02 0.014643 73.213
0.01 0 0.000

Constata-se entdo que para este padrdo, obtiveram-se baixas percentagens de
recuperacdo, como se pode verificar pela tabela anterior. Os resultados de recuperacédo
obtidos variam de 59 a 100%, com um coeficiente de varia¢do de 41%, valores estes que se

encontram fora do intervalo estabelecido pelo Eurachem Guide.
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Para a construcdo das retas dos restantes padrfes do Mix 1, efetuou-se 0 mesmo
procedimento, obtendo-se as seguintes retas de calibracdo e os respetivos fatores de

recuperacdo, como se pode constatar na tabela seguinte.

Tabela 9- Retas de calibrac@o dos restantes padrdes do mix1 e o fator de recuperagéo obtido.

Mix1 Reta de Coeficiente de Fator de Coeficiente de
calibracao correlacéo recuperacao, variacgao,
% %
Terbutilazina Y=0.1261x 0.9989 28a 100 72
Buprofezina Y=0.1298x 0.9968 30a97 67
Fentido Y=0.123x 0.9992 51a100 49
Tebuconazol Y=0.118x 0.9989 33a100 67

Pode-se concluir que nédo foi possivel partir para a calibracdo do Mix 1 devido a pouca
percentagem de recuperacdo obtida. Do mesmo modo, também ndo foi possivel obter a
calibracdo do Mix 2 devido exatamente ao mesmo problema. No entanto, na fase terminal
do trabalho conseguiu-se fazer ainda alguns testes de modo a otimizar o procedimento do
método, tentando alcancar melhores resultados de extracdo. De todos os testes que se
fizeram, como: adicionar maior quantidade de solvente de extracdo, maior quantidade de
sais ou maior quantidade de PSA, bastou apenas o aumento do tempo de agitacdo e de
centrifugacdo, mantendo exatamente o mesmo procedimento, para que se obtivessem

maiores percentagens de recuperagao.

Apds a concretizacdo dos testes referidos anteriormente, sugere-se para trabalho futuro
a realizacdo do método de Quechers otimizado, isto é, agitar 2 minutos na etapa de particéo,
1 minuto na etapa de clean-up, e 8 minutos de centrifugacdo em ambas as partes, ao invés

de 1 minuto, 30 segundos e 5 minutos respetivamente.

6.2. Andlise de pesticidas — Complemento do método utilizado na

empresa

De seguida, apresentam-se os resultados obtidos para os residuos malatido, clorpirifos,
oxifluorfena, cipermetrina e deltametrina, utilizando agora o método ja implementado na

empresa, adicionando-lhe um novo padrao, a terbutilazina.
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Na Tabela 10 podem verificar-se os tempos de reten¢do dos compostos analisados por

esse método.

Tabela 10- Padrdes de pesticidas com os respetivos tempos de retencéo e ides caracteristicos.

Tempo de o N
Nome Retencéo |0es |0es
minutos Quantificacdo Qualificacdo
Malatido 16,48 125 173
Clorpirifos 16,78 197 314
Oxifluorfena 20,03 252 361
Endossulfao-sulfato
(Padréo Interno) 21,88 272 387
Cipermetrina 28,08 181 163
Deltametrina 30,54 181 251

Efetuaram-se injecdes individuais da terbutilazina, em SCAN e em SIM, para as

diversas concentragdes, como se pode observar pelas figuras seguintes.
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Figura 43- Overlay dos cromatogramas da Terbutilazina com 1 ppm em SCAN e SIM.
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Figura 44- Overlay dos cromatogramas da Terbutilazina com 500ppb e 200ppb, em SIM.
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Figura 45- Overlay dos cromatogramas da Terbutilazina com 100 ppb e 50ppb, em SIM.
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Figura 46- Overlay dos cromatogramas da Terbutilazina com 20ppb e 10ppb, em SIM.

Como se pode constatar através das figuras anteriores, este composto apresenta,

para os metodos cromatograficos utilizados, um tempo de retencao de 13,15 minutos. Ao

comparar este tempo com a Figura 47 pode comprovar-se que este ndo se sobrepde a
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nenhum dos compostos analisados atualmente por este método, sendo deste modo

possivel a sua introducdo nesta corrida.

“hi Window #2 = e )

[Bbundance Clorpirifos TIC: MIX_TESTE_3 16_3 TAMB.Ddatams
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Figura 47- Overlay dos cromatogramas da Terbutilazina com os padrdes ja implementados.

Outro ponto importante €, como se referiu anteriormente, a relacdo entre o padrédo
de pesticida analisado e a interferéncia que a matriz, o azeite, pode ter com 0 mesmo.
Fez-se um overlay da terbutilazina com a matriz, também em SIM de modo a verificar
se no tempo de retencdo deste composto ndo existe nenhum ido presente na matriz que

possa interferir com o mesmo.
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Figura 48- Overlay dos cromatogramas da Terbutilazina com o Quechers isento de padrdes, em SIM.
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Constatando-se que ndo ha nenhum ido na matriz que possa causar interferéncia

com o pico do padrédo no tempo de retencdo desejado, passou-se para a etapa seguinte,

como se verifica pela figura seguinte.

Terbutilazina
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Figura 49- Overlay dos cromatogramas da Terbutilazina com o Quechers, em SIM.

A etapa seguinte consistiu na elaboracdo do procedimento do método de

Quechers, adicionando-lhe 1ml do padrdo de terbutilazina nas diferentes concentracdes
escolhidas (10 ppm, 1 ppm, 500 ppb, 200 ppb, 100 ppb, 50 ppb, 20 ppb e 10 ppb). Apds
a extracao, injetou-se réplicas das amostras (trés injecfes de cada), de modo a garantir a

reprodutibilidade do aparelho e, ao mesmo tempo, dando a hip6tese de excluir algum

cromatograma no caso de este causar um desvio dos pontos da reta que se pretende depois

construir. Estas injecdes sdo feitas da amostra menos concentrada, para a mais

concentrada, de modo a evitar contaminagdes e falhas nos resultados. Apds a obtencao

dos cromatogramas referentes as injegdes necessarias para a construcdo da reta de

calibracdo, partiu-se para a analise dos dados (Figura 50) e consequentemente para a

obtengdo da mesma.
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Figura 50- Representacdo cromatografica da integracdo da Terbutilazina (1 ppm) e do padrao interno.

Na tabela seguinte apresentam-se as concentracdes das diferentes diluicdes da
terbutilazina e as areas dos mesmos obtidos apds extracdo, fazendo a integracdo dos
cromatogramas. A area do padrdo interno, serd aproximadamente igual, pois adicionou-

se sempre a mesma quantidade com uma concentragdo de 10 ppm.

Tabela 11- Areas obtidas na integragio dos cromatogramas adquiridos na extracdo do Quechers.

Concentracéo Pesticida, Area Padr&o

Area Pesticida Area relativa

ppm Interno
1 18960 6314 3.003
0.5 9818 6326 1.552
0.2 3834 6581 0.583
0.1 1972 6781 0.291
0.05 088 7047 0.140
0.02 362 6602 0.055
0.01 133 5762 0.023

Ap0s a andlise dos dados dos cromatogramas foi entdo possivel construir a reta de

calibracdo para a terbutilazina, como mostra a Figura 51.
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Area Relativa

Reta de calibracéo da Terbutilazina
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A reta obtida apresenta uma boa linearidade na faixa de concentracdo estudada,

Na Tabela 12 apresentam-se 0s resultados obtidos da concentracdo relativa no

Figura 51- Reta de calibracdo obtida para a terbutilazina.

concentracgdes e 0s respetivos fatores de recuperagéo obtidos.

com um coeficiente de correlacdo superior a 0,99, portanto ndo existird uma quebra da
linha, pois ndo existem pontos desviados na reta. A regido perto do ponto (0,0) é uma
regido cinzenta, pois aqui poderéo existir alguns erros associados a estas concentragdes
tdo baixas, pois esta-se a trabalhar perto do limite de quantificacdo e de detecdo e o ruido

do aparelho pode influenciar a reta, sendo dificil ter precisdo com essas oscilacGes.

extrato, obtidos através da equacdo da reta da terbutilazina para as diferentes

Tabela 12- Célculo da Concentracéo relativa e da recuperacéo para as diversas concentragoes.

Concentragéo Pesticida, Area relativa Concentragio Fator de
ppm relativa recuperacao,
%
1 3.003 0.995 99,5
0.5 1.552 0.514 102,8
0.2 0.583 0.193 96,5
0.1 0.291 0.096 96
0.05 0.140 0.046 92
0.02 0.055 0.018 90
0.01 0.023 0.008 80
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Os resultados de recuperacao obtidos para o composto em estudo, variam de 80 a
103%, com um coeficiente de variacdo de 23%, valores esses que se encontram dentro
do intervalo estabelecido pelo Eurachem Guide. Depois da obtencéo dos dados, colocam-
se 0s mesmos no software GC-MSD Data Analysis, e posteriormente inicia-se uma fase
de testes de modo a verificar a veracidade do método, isto €, compara-se os resultados

obtidos num laboratorio externo com os resultados obtidos na empresa.

6.3. Analise de residuos de pesticidas — Controlo de fornecedores

De seguida, apresenta-se um pequeno exemplo de uma analise efetuada no
laboratério de fisico-quimica da Victor Guedes, a qual os resultados obtidos através do
calculo automatico do programa utilizado ndo correspondiam ao que na verdade nos era

apresentado no cromatograma obtido.
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3000,
1963
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i
20004 71 15 106 162 2 21
1500
1000 21692
S0 18826
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6) Delta 8.888 a H.D.
(#) = qua i put of range (m) = manual integration (+) = signals
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Figura 52- Método implementado na empresa.

Como é possivel verificar através do cromatograma obtido, esta amostra de azeite
contém um dos pesticidas com mais incidéncia no azeite, a oxifluorfena. Depois de ser

aplicada a funcdo do Calc Quant Report para calcular a concentragdo com que 0sS
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pesticidas aparecem nesta amostra é possivel verificar que a Oxifluorfena ndo é
quantificada, no entanto ela aparece no cromatograma. Portanto, a partir dos dados

obtidos na calibracdo antiga foi possivel construir a reta de calibracdo (Figura 53) obtida

para 0 método ja existente e desta maneira quantificar o pesticida.

Tabela 13- Célculo da area relativa.

Concentragcoes, Area Area Area
ppm Oxifluorfena Padréo Relativa
Interno
0.87 13277 2396 5.5413189
0.435 7468 2770 2.6960289
0.087 1935 3223 0.6003723
0.0435 1850 3485 0.5308465

Reta de calibracdo para a oxifluorfena
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Figura 53- Reta de calibracdo para a Oxifluorfena.

Na Figura 52, mencionada atras, é possivel verificar, ap0s integracdo que a
oxifluorfena apresenta uma area de 162 e o Padrdo Interno, que neste método ja
implementado é o Endossulfdo, apresenta 1969 de area. Desde ja é possivel calcular a
area relativa da oxifluorfena, que é 0,08 através de uma formula mencionada
anteriormente. Agora, através da reta de calibracdo e possivel calcular a concentragao
real do pesticida na matriz, que neste caso foi de 0.01 ppm. Deste modo, é possivel

concluir que o método ja implementado podera apresentar algum bug.
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Esta amostra foi também analisada, em termos de residuos de pesticidas, num

laboratério externo, vindo a confirmar-se que a oxifluorfena era realmente detetada nesta

amostra, sendo o seu valor, tanto na empresa como no laboratério externo, de 0,01 ppm.

Apresenta-se de seguida, a titulo de exemplo, alguns resultados sobre a incidéncia de

residuos de pesticidas nos fornecedores sob os quais se efetuou esta analise, com o método

descrito no subcapitulo 6.2..

Na Figura 54, pode-se constatar quais os residuos de pesticida mais detetados no

azeite.

Fornecedores

Controlo de pesticidas por fornecedor

cipermetrina | O

clorpirifos 1
3
g malatiao 2
o .
oxifluorfena 5
deltametrina 1
deltametrina 3
[a)
oxifluorfena 16
malatiao 3
@)
oxifluorfena 7
o oxifluorfena — 10
clorpirifos 1
<
oxifluorfena 18
0 5 10 15 20

Quantidade de pesticidas

Figura 54- Principais incidéncias de pesticidas na VG.

Pode-se entdo verificar que, nos azeites do fornecedor A, em 30 andlises efetuadas

aos mesmos, detetou-se dezoito vezes oxifluorfena e uma vez clorpirifos. Para o

fornecedor B, em vinte e seis analises realizadas, detetaram-se dez vezes oxifluorfena.

No que diz respeito ao fornecedor C, foram encontrados oxifluorfena e malatido, sete e

trés vezes, respetivamente. Quanto ao fornecedor D, ao qual se efetuaram vinte e nove
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andlises, dezasseis dessas acusaram oxifluorfena e trés, deltametrina. Para além destas,
efetuaram-se também mais setenta andlises a outros fornecedores, onde a oxifluorfena
voltou a ter uma maior incidéncia. No entanto, em todas as analises efectuadas, estes
pesticidas encontravam-se dentro dos limites legais impostos pela Unido Europeia.
Quando se ultrapassam os limites legalmente permitidos, as entradas de azeite séo
rejeitadas e devolvidas ao fornecedor.

Os resultados obtidos com este pequeno estudo ja eram de esperar, Vvisto que a
oxifluorfena € um composto existente em agentes que visam a eliminacdo de ervas

infestantes presentes nos olivais.



Detegdo de Residuos de Pesticidas

Capitulo 7- Consideracdes Finais

Umas das principais conclusdes que posso retirar de todas as analises que fiz foi que,
o0 solvente inicialmente escolhido para fazer as solugdes padrdo ndo foi o melhor, fazendo-
se, posteriormente alguns testes com cloroférmio, n-hexano e ciclohexano, dependendo da
solubilidade dos pesticidas com estes. Assim sendo, escolheu-se o cloroformio para
preparacdo das solucdes mée, no entanto, as diluicdes sdo feitas em n-hexano, pois este é um
solvente que apresenta um ponto de ebuli¢do préximo do cloroférmio. Inicialmente tentou-
se dissolver o conteudo do residuo em acetonitrilo e depois perfazer o baldo com n-hexano,

no entanto, constatou-se que estes dois solventes eram imisciveis.

Foi possivel concluir que, apos a realizacdo do método de Quechers, para extrair
analitos de interesse da matriz com baixas concentrac@es, obtiveram-se baixas percentagens
de recuperacdo, tentando-se depois otimizar o método com 0 aumento do tempo de agitacédo
e de centrifugacdo nas etapas de particdo e clean-up. Portanto, para que um método analitico
conduza a resultados crediveis e adequados a qualidade pretendida é necessario que 0s
laboratdrios disponham de critérios que permitam garantir a fiabilidade dos resultados. Neste
trabalho foram avaliadas as percentagens de recuperacao obtidas, bem como a precisao,

reprodutibilidade, limites de detecdo e quantificacdo, entre outras.

Este estagio foi deveras importante para mim, pois contribuiu de forma muito positiva
para a minha formacdo, permitindo-me adquirir conhecimentos de algumas técnicas
analiticas e trabalhando com profissionais especializados na area. Pude também, alargar os
meus conhecimentos, ndo apenas na minha area de formacao, mas também noutras areas que

até entdo desconhecia.
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