"Being prepared for all circumstances is what ensures certain victory,
for it means you are fighting an enemy who is already beaten.”

Sun Tzu, Art of War
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Objetivos

Este projecto tem como objetivo definir e validar uma metodologia analitica para a determinacio de
microcistinas LR, YR e RR pela técnica SPE-UPLC-MS/MS em aguas doces naturais e dgua de consumo
humano, assim como implementar a anilise dos pesticidas mecoprope e desetilsimazina seguindo uma me-
todologia analitica pré-existente para outros pesticidas no laboratério, também por SPE-UPLC-MS/MS. Em
ambos os métodos pretende-se fazer cumprir o decreto-lei nimero 152/2017 de 7 de Dezembro, que especifica

o limite de quantificacdo dos compostos referidos.



Resumo

Este projeto foi desenvolvido com o objetivo de estabelecer dois métodos analiticos pela técnica SPE-UPLC-
MS/MS, na éarea do controlo de qualidade de aguas, capazes de quantificar a desetilsimazina e o mecoprope
da familia de pesticidas e trés tipos de microcistinas, nomeadamente microcistina-LR, microcistina-RR e
microcistina-YR. O método foi estudado, para os pesticidas, em matrizes dgua subterranea e dgua de consumo
humano. Relativamente as microcistinas, as matrizes que foram alvo de estudos foram dgua superficial e agua
de consumo humano.

Deste modo, este trabalho teve como base o estudo de validacdo dos métodos referidos, onde foram avalia-
dos em vérios parametros como precisdo, exatiddo, seletividade, linearidade, limiares analiticos (instrumentais),
limites de quantificacio e taxas de recuperacdo.

Foi possivel obter vérias curvas de calibracdo de forma a avaliar a resposta do equipamento, seguidos dos
ensaios em regime de repetibilidade com leituras de padrdes para os pesticidas e microcistinas. Foi validado
o uso da extracdo em fase sélida tanto para as microcistinas como para os pesticidas. Elaborou-se um
procedimento de tratamento de amostra para a analise de microcistinas, sendo este procedimento utilizado
para extrair as microcistinas presentes na fase particulada. Por @ltimo, foram efetuadas leituras em regime de
repetibilidade de amostras fortificadas tanto para as microcistinas como para os pesticidas.

Com utilizacdo de procedimentos estatisticos, foi possivel validar os métodos em estudo, com a finalidade

de os sujeitar ao processo de acreditacio.

Palavras-chave:

controlo da qualidade, dgua, pesticidas, microcistinas, SPE-UPLC-MS/MS, acreditac&o.



Abstract

This project was developed with the goal of establishing two analytical methods based on the methodology
SPE-UPLC-MS/MS, related to quality control of waters, able to quantify the compounds deethylsimazine and
mecoprop, from the family of pesticides, and three types of microcystins, namely microcystin-LR, microcystin-
RR and microcystin-YR. The methodology was studied, for the pesticides, in drinking water and groudwater
as matrices. About the microcystins, the matrices studied were drinking water and surface water.

At this way, this work was made using validation study by methodology based on SPE-UPLC-MS/MS,
where precision, accuracy, selectivity, linearity, analytical thresholds, limit of quantification and spike recovery
were evaluated.

It was possible to do several calibration curves in order to evaluate the instrumental response, followed by
elaboration of assays with the goal of study the repetibility with standards os pesticides and microcystins. It
was validated the use of solid phase extraction for both compounds. It was elaborated an analytical procedure
of sample treatment in order to analyse microcystins, which procedure was necessary to extract the particulated
microcystins. Finally, it was evaluated several assays to study repetibility with spiked samples for microcystins
and pesticides.

With statistical procedures, it was possible the validation of all methods, with the main reason to apply
them to accreditation process.

Keywords:

quality control, pesticides, microcystins, SPE-UPLC-MS/MS, accreditation.



Preambulo

Este trabalho foi realizado no ambito da disciplina de Projeto Cientifico/Industrial, para a conclusdo do
Mestrado em Quimica, na vertente de Controlo de Qualidade e Ambiente do Departamento de Quimica da
Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade de Coimbra.

Este projeto encontra-se organizado sob a forma de cinco capitulos. No primeiro capitulo sdo abordados
alguns aspetos sobre a qualidade de 4gua e sobre os analitos que serdo abordados neste projeto. Também
serdo referidos, de forma breve, o laboratério onde este projeto foi realizado e a metodologia na qual sera
realizado este projeto

No segundo capitulo sdo referidas as carateristicas quimicas dos analitos em estudo, e da metodologia
referida. As abordagens estatisticas também s3o abordadas, em especial relevo com aplicacdo a validacio de
métodos analiticos.

Sobre o terceiro capitulo, neste sdo referidos os procedimentos gerais como a preparacdo das solucdes
usadas no projeto e a otimizacdo das condicdes experimentais. E de referir também que sio explicados os
calculos usados na estatistica da validac3o.

Acerca do quarto capitulo, nele sdo explicados o processo de otimizacdo das condicdes experimentais e a
obtencdo dos diversos pardmetros que constituem o processo de validacdo. E de salientar que foram também
executados ensaios interlaboratoriais.

Por altimo, no quinto capitulo sdo retiradas as conclusdes dos resultados obtidos e uma breve abordagem

acerca das perspetivas futuras que visem melhorar o método estudado.
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Nomenclatura

%CV - coeficiente de variacdo (dispersdo relativa sob forma percentual)
%RE - desvio relativo (erro sistematico sob a forma percentual)

%Rec - taxa de recuperacdo (em percentagem)

%Res; - Resposta relativa

%Rkt; - Teste de Rikilt
%RSE - erro padrdo relativo (incerteza relativa sob forma percentual)

%RSEq - erro padrio relativo do método
(valor percentual da incerteza média de quantificacio)

e - nivel de significancia ou de diferenca significativa (corresponde a probabilidade minima para acei-
tacdo da hipétese nula)

T estimativa cantral - média aritmética

v - graus de liberdade

o(b;) - estimativa de incerteza associada ao parametro b; (erro padrdo)
Ofit - desvio padrdo do ajuste

Opee. - estimativa de incerteza relacionada

com variabilidade puramente aleatéria

T - valor de referéncia (valor correto)

bo - parametro polinomial de ordem zero (ordenada na origem)

by - parametro polinomial de primeira ordem (declive)

ba - parametro polinomial de segunda ordem (termo quadratico)

C, - concentracdo de analito adicionada (incremento)

Cy - concentragdo total de analito encontrada na amostra incrementada
C; - concentrac3o inicial de analito presente na amostra
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Fg(yl va) " valor critico referente a distribuicio de Fischer
com simetria s (s = u para unilateral ou s = b no caso bilateral),
calculado ao nivel de confianga de 100(1 — «) para
V1 e vy graus de liberdade no numerador
e no denominador, respetivamente
H, - hipétese nula
H, - hipétese alternativa
LDsg - dose letal para 50 da populacio
% popula¢
plz] - probabilidade de ocorréncia do evento "x"
Py - modelo linear incompleto (polinémio de primeiro grau sem ordenada na origem); expressdo: y; =
bl.l'i)
Py - modelo linear (polinémio de primeiro grau completo); expressdo: y; = by + by.x;
P12y - modelo curvilineo (polinémio de segundo grau completo); expressdo: y; = b + b1.2; + by.x?
R? - coeficiente de determinacdo (correlacdo de Pearson ao quadardo)
RC; - razdo de confirmacdo
s - estimativa de dispers3o (desvio padrao)
So - erro padrdo do método (estimativa de erro médio na quantificacdo)
Sy - estimativa da incerteza relacionada com a repetibilidade
Sgr - soma de termos elevados ao grau p
Sens - sensibilidade do método analitico
SS - soma de desvios quadraticos
tg(u) - valor critico da distribuicdo t — student com simetria
s (s = u para o caso unilateral € s = b no caso bilateral), estimado ao
nivel de confianca de 100(1 — «) com v graus de liberdade
t, - tempo de retensio (tempo de eluicdo de um analito numa coluna de separacdo cromatografica)
TV - valor de teste (do Inglés, Test Value)
1 - primeiro padrdo da curva de calibracdo (padrdo de menor concentracdo)
x; - concentrac¢do do item de ensaio (i)
TN - Gltimo padrdo da curva de calibracdo (padrdo de maior concentrac3o)
TLD - limite de detecdo (menor concentracdo a partir da qual o analito pode ser detetado)
TLQ - limite de quantificacdo (menor concentracdo a partir da qual o analito pode ser quantificado com

rigor estatistico)
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Yi

YLD

YLQ

Adda
CESAB
DIA
ELISA

EN
ERSAR
HPLC

IEC
IPAC
ISO

MC
MC-LR
MC-RR
MC-YR
MCPP
MRC
MRM
MS
MS/MS
Mw

NP

- resposta do método analitico ao item de ensaio de concentracio x;

- sinal correspondente ao limite de detecdo (menor sinal a partir do qual se pode afirmar que o
analito é detetado)

- sinal correspondente ao limite de quantificacdo (menor sinal a partir da qual o analito pode ser
quantificado com

rigor estatistico)

- fator de desempenho (do Inglés, z-score)

- acido 3-amino-9-metoxi-2,6,8-trimetil-10-fenildeca-4E 6 E-dienéico
- Centro de Servicos do Ambiente

- herbicida desisopropilatrazina

- do Inglés, Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ensaio bioquimico baseado na atividade de enzi-
mas e anticorpos imobilizados)

- norma Europeia (European Norm)
- Entidade Reguladora dos Servicos de Aguas e Residuos

- cromatografia liquida de elevado desempenho (do Inglés, High Performance Liquid Chromato-
graphy)
- Comissdo Eletrotécnica Internacional (International Electrotechnical Commission)

- Instituto Portugués de Acreditacio

Organiza¢do Internacional para a Padronizacdo (International Organization for Standardization)

microcistina

microcistina LR

- microcistina RR

microcistina YR

- herbicida mecoprope (4cido (RS)-2-(4-cloro-2-metifenoxi) propanéico)

- material de referéncia certificado

- monotorizacdo simultanea de reacdes (do Inglés, Multiple Reaction Monitoring)
- espetrometria de massa (do Inglés, Mass Spectrometry)

- espetrometria de massa acoplada em série (do Inglés, tandem MS)

- massa molar (g mol?), do Inglés Molecular Weight

- norma Portuguesa

RELACRE - Associacdo de Laboratérios Acreditados de Portugal

SIM
SPE
UPLC

- monotorizacdo de um Gnico ido (do Inglés, Single lon Monitoring)

Extracdo em fase sélida (do Inglés, Solid Phase Extraction)

- cromatografia liquida de desempenho ultra-elevado (do Inglés, Ultra-Performance Liquid Chroma-

tography)
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Capitulo 1

Introducao

Neste capitulo serdo referenciados alguns temas de forma a enquadrar o projeto realizado. Inicialmente
serd abordado de forma sucinta alguns assuntos mais relevantes relacionados com a qualidade, seguida de
algumas generalidades sobre a 4dgua e a sua regulamentacdo. Posteriormente serdo caraterizadas de forma
geral as microcistinas e os pesticidas. Por altimo, sera referida um breve apresentacdo da instituicio onde este

projeto foi realizado.

1.1 Qualidade

A qualidade pode ser entendida como um conjunto de caracteristicas de um determinado produto ou
servico fornecido aos clientes que conduza & plena satisfacdo desses mesmos clientes. A razio pela qual se
deseja que um determinado servico tenha uma boa qualidade intrinseca estd associado ao objetivo de servir
os clientes de forma positiva, e dessa forma, aumentar a chance de se obter mais clientes. No entanto, de
forma a melhorar e/ou manter a qualidade de um servico ou produto, requer na maior parte dos casos um
investimento, que pode resultar no aumento de custos. A qualidade também pode ser vista como carateristica

de um produto ou servico em que n3o existem deficiéncias provenientes de quaisquer naturezas [1].

De uma forma genérica e universalmente reconhecida, existem trés processos associados a gestdo da
qualidade, nomeadamente planeamento da qualidade, controlo da qualidade e melhoria da qualidade. O pla-
neamento da qualidade, como o nome indica, traduz-se na esquematizacdo de todo o processo da qualidade de
forma estabelecer alguns conceitos base como identificar os clientes e suas necessidades, estabelecer as metas
envolvidas para o processo de qualidade em questdo, desenvolver produtos que possam dar resposta as neces-
sidades dos clientes, entre outros. Relativamente ao passo do controlo da qualidade, este tem como objetivo
avaliar o respetivo desempenho dos processos/métodos implementados e, mediante as metas anteriormente
estabelecidas, aplicar alteracbes no processo de forma a que estas sejam cumpridas na totalidade. Por altimo,
a melhoria da qualidade é estabelecida de forma a desenvolver projetos e estratégias adequadas que possam
ser usadas no controlo de qualidade de forma a incrementar a qualidade de um produto e/ou servico desejado
[1]. Na figura 1.1 pode ser visualizada de forma esquematica os trés processos anteriormente referidos.

Uma garantia internacionalmente reconhecida que demonstra que uma determinada instituicio oferece
produtos e/ou servicos de qualidade baseia-se na acreditacdo. A acreditacdo, segundo o Instituto Portugués da
Acreditacdo (IPAC), “consiste na avaliacdo e reconhecimento da competéncia técnica de entidades para efetuar
atividades especificas de avaliacdo de conformidade”. Desta forma, a acreditacdo tem como consequéncia
natural a transmissdo de confianca aos clientes que usufruem dessas mesmas atividades. No entanto, para que
uma entidade consiga acreditar os seus métodos, essa mesma entidade precisa de implementar um sistema

de gestdo da qualidade. Este sistema de gestdo obriga & entidade a recrutar recursos humanos qualificados,
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Avaliar desempenho atual

Comparar desempenho atual
com as metas da qualidade
estabelecidas

Atuar nas diferengas
achadas

Melhoria da Qualidade

Demonstrar a necessidade de
uma melhoria

Estabelecer um novo projeto
que visa contribuir com a
melhoria em questao
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\

Estabelecer controlos que
averiguem o cumprimento das
metas da qualidade sobre
condigdes de funcionamento

Figura 1.1: Os trés processos universais de gestdo da qualidade, adaptado de [1].

a possuir equipamentos verificados e/ou calibrados, a realizar auditorias e a criar um plano de formacdo e
qualificacdo continuos, tratando-se de um conjunto de pré-requisitos que exigem esforcos das mais variadas
naturezas. A norma de referéncia para a acreditacdo de laboratdrios de ensaios é a NP EN ISO/IEC 17025,

estando nesta definidos os requisitos a cumprir pela entidade de forma a que possa ser acreditada com sucesso

[2].

1.2 Qualidade da Agua

A 4gua é um dos compostos chave para a vida, em que a partir desta surgiram as condicGes necesarias para
o nascimento e respetiva evolucdo dos primeiros organismos vivos [3]. Este composto representa cerca de 70%
do peso da maioria dos seres vivos conhecidos e ocupa no planeta Terra um volume de aproximadamente 1386
milhdes de quilémetros cibicos (no estado liquido). Sendo um dos recursos cada vez mais escasso e valioso,
a agua destinada para consumo humano é um dos fatores que mais influencia o desenvolvimento econémico e
social de vérios paises e comunidades. Por diversos motivos a sua disponibilidade encontra-se em decadéncia e,
portanto, surge a necessidade de um uso racional e sustentavel de forma a garantir um melhor aproveitamento

deste recurso [4].

Podendo ser usada em inGimeras aplicacGes, tanto as carateristicas como a composicdo da dgua devem ser
controladas de modo a torna-la viavel para o fim a que se destina. Desta forma, a agua adquire diferentes
denomina¢des devido & matriz pela qual é constituida e/ou pela sua futura aplicacdo. Exemplos disso sdo
aguas doces naturais, que se podem dividir em aguas subterraneas, superficiais, entre outras. Outro subtipo,
sendo este dos mais importantes a nivel global, trata-se da dgua de consumo humano, que é fortemente
legislada e controlada devido aos riscos associados que podem resultar do consumo de dgua improépria na dieta



normal de uma pessoa [5].

Para que uma agua seja considerada potavel, esta tem de cumprir critérios rigorosos estabelecidos pela
legislacdo portuguesa. Esses critérios encontram-se retratados nos decretos lei n2 306/2007 de 27 de Agosto
e, posteriormente, n? 152/2017 de 7 de Dezembro. A entidade responsavel nomeada pela legislacio para
coordenar e fiscalizar a aplicacdo dos decretos-lei é a (ERSAR). Esta altima elaborou também um documento
de forma a consolidar os decretos lei anteriormente citados, nomeado “Regime legal do controlo da qualidade
da agua para consumo humano”. O controlo da qualidade da 4gua é efetuado pela anéalise de parametros
de natureza quimica, microbiolégica e radiolégica, existindo algumas normas ISO (normas provenientes da
International Organization of Standardization) como suporte a todo o processo de controlo de qualidade da

mesma [6]

1.2.1 Microcistinas

As microcistinas (MC's) pertencem a um grupo de cianotoxinas resultantes do metabolismo de algumas
espécies de cianobactérias, cuja producio e libertacdo dos respetivos metabolitos para o ambiente ocorre
principalmente durante a fase de afloramento de culturas. Em ambientes aquaticos eutrofizados!, ambientes
onde ocorre um crescimento excessivo de planas aquéticas devido a varios fatores, como dguas doces naturais, a
proliferacdo das culturas é amplificada, induzindo tanto um crescimento de cianobactérias como uma producio
de MC's maximos [7-9].

A producdo de MC's depende de diversos fatores, sendo assegurada por algumas espécies de cianobacté-
rias, tais como Anabaena e Microcystis [10]. Uma das formas conhecidas para estimar aproximadamente a
quantidade de MC's no meio baseia-se na quantificacio de clorofila presente nesse mesmo meio. Cerca de 80%
das MC's produzidas armazena-se no meio intracelular, enquanto que a libertacdo dos restantes 20% ocorre
maioritariamente entre o inicio da fase estacionéria® do ciclo celular até & morte da célula [11]. A concentracio
de MC’s no meio exterior depende de diversos fatores tais como a degradacio (associadas a temperatura e
pH, por interacdo com a luz e de origem biol6gica) e adsorcdo das mesmas em particulas presentes no meio
[12-16]. Existindo mais de 100 congéneres moleculares, as variantes mais conhecidas sdo as MC-LR, MC-YR
e MC-RR, sendo a MC-LR a que apresenta uma maior toxicidade e foi a mais comum em Portugal no ano de
1996 [17-19].

Tendo ja sido retratados diversos casos, quer de intoxicacdes tanto em pessoas como em animais, quer da
presenca de MC's em diversos reservatérios de agua, surgiu a necessidade de estabelecer valor limite para a
quantidade de MC’s presentes nas dguas para consumo humano [20-27]. A MC-LR trata-se da anica variante
que se encontra ao abrigo da legislacdo, cujo valor maximo permitido é de 1 pg/L nas &guas de consumo
humano, segundo a legislacdo portuguesa e a Organizacdo Mundial de Saide (OMS) [6, 28, 29].

A toxicidade das MC'’s varia entre os diversos congéneres, tendo como principais consequéncias problemas
hepaticos e risco de desenvolvimento de tumores [8, 9, 30]. Acredita-se que a producdo de MC's, tratando-se
de metabolitos secundérios e tendo sido mantida ao longo da evolucdo genética das culturas, traga beneficios
as cianobactérias produtoras, cujas razdes especuladas se baseiam: na defesa das cianobactérias de servirem
de alimento a predadores naturais; nas propriedades das MC's como agentes surfactantes e herbicidas; na

capacidade de promocio de relacbes simbidticas; numa possivel resposta a processos de diferenciacdo intra

Leutrofizacdo consiste na proliferacdo excessiva de algas devido a um aumento irregular de quantidade de nutrientes no
ecossistema

2considerada como uma das fases de crescimento de algas, a fase estacionaria é caraterizada por auséncia de crescimento.
Esta fase antece a fase de morte.



e extracelular; na possibilidade de substituir outros compostos para desempenhar funcées; na aquisicio e
acumulacdo de metais, entre outras [8, 31].

1.2.2 Pesticidas

Nos dias de hoje, a fome ainda é uma realidade para algumas populacdes. Com a agravante de que a
populacdo mundial estd em crescimento constante, é necessario otimizar e reformular os meios com os quais
é possivel obter alimentos para fazer face a este problema. A agricultura é uma das formas bem conhecida de
produzir alimentos. Associados a problema naturezas diversas, o rendimento da pratica desta atividade pode
diminuir cerca de 35% [32].

De forma a contrariar a perda de rendimento, foram criados compostos denominados de pesticidas, que
se encontram em desenvolvimento continuo. Pesticidas sdo substancias que tem como objetivo destruir,
repelir ou mitigar pragas indesejadas. Mediante o fim pratico a que se destinam, estes compostos adquirem
diferentes denominacbes, nomeadamente inseticida para combater pragas de insetos, herbicidas para combater
o crescimento de plantas indesejadas, entre outros [32].

Segundo os decretos-lei 306/2007 de 27 de Agosto e 152/2017 de 7 de Dezembro, existem varias tipos
de pesticidas, nomeadamente inseticidas, herbicidas, fungicidas, nematocidas, acaricidas, algicidas, rodentici-
das, controladores de secrecdes viscosas e produtos afins (nomeadamente reguladores de crescimento), seus

metabolitos, produtos de degradacdo e reacdes importantes.

De forma a garantir a qualidade da dgua potavel, os decretos-lei anteriormente citados estipulam que a
concentracdo maxima de um pesticida presente em 4dgua de consumo humano seja 0,10 pg/l e, no caso de
haver mais que um pesticida detetavel e quantificavel, a concentracdo total maxima admitida de todos os
pesticidas é 0,50 pg/L. Assim como acontece com outros contaminantes, se o teor de pesticidas ultrapassar a
quantidade limite estabelecida pela legislacdo, serd necessario implementar procedimentos de forma a corrigir
esta irregularidade. Hoje em dia, existem varias técnicas usadas na remoc3o de pesticidas nas aguas, em que

a mais eficaz baseia-se na utilizagdo de carvdo ativado acoplado com ozondlise [33].

Devido ao risco de uma possivel contaminacdo de pesticidas nos solos e dguas de qualquer natureza, por
exemplo, devido a utilizacdo indevida de pesticidas, existe a necessidade de vigiar e controlar a presenca de
pesticidas nesses mesmos territérios. Desta forma surgiu por necessidade a implementacio de uma lista de
pesticidas a analisar pelas diferentes zonas de Portugal, lista essa elaborada pela Direcdo-Geral de Alimentacio
e Veterinaria. Esta lista é atualizada de trés em trés anos e tem como propésito indicar os pesticidas a
pesquisar, consoante a localizacdo da origem da agua e culturas regionais. Com isto, pretende-se que o
controlo da qualidade da dgua seja cumprido segundo os decretos-lei proferidos e que o risco de consumo de
agua imprdpria seja minimizado [34].

Mediante a lista referida, pretende-se elaborar uma metodologia analitica que permita a detecdo e quan-
tificacdo de dois pesticidas presentes nessa mesma lista. Os pesticidas referidos serdo o mecoprope e a
desisopropilatrazina.

1.3 CESAB - Centro de Servicos do Ambiente

Criado no ano de 1992, o CESAB - Centro de Servicos do Ambiente é uma entidade que visa promover

acdes de protecdo ambiental, apoiando a exploracdo de sistemas de saneamento basico, o controlo de qualidade



de vérios tipos de 4dgua e a investigacdo cientifica e tecnolégica na area dos tratamentos de aguas.

Tratando-se de uma associacdo sem fins lucrativos de direito privado, o CESAB tem como objetivos
principais fiscalizar obras de saneamento basico, apoiar atividades de investigacdo aplicadas no controlo de
aguas de forma a responder as necessidades dos clientes, apoiar as Entidades Gestoras no controlo e anilise
de aguas dos sistemas de abastecimento publico, entre outros.

Desde Outubro de 2002, o CESAB encontra-se acreditado pelo IPAC segundo a norma NP EN ISO 17025
com o certificado de acreditacdo namero L0297, tendo cerca de 200 ensaios acreditados em varios tipos de
agua, solos, lamas, sedimentos e residuos sélidos. O CESAB, pelo histérico de bons desempenhos em ensaios
interlaboratoriais (como forma de avaliacdo externa de exatiddo dos resultados obtidos pelo laboratério), tem
sido convidado a pertencer & Comissdo Consultiva da RELACRE (Associacdo de Laboratérios Acreditados de

Portugal), constituida para dar apoio técnico na realizacdo destes exercicios.



Capitulo 2

Fundamentacao

Neste capitulo, inicialmente, serdo referidos os métodos analiticos que se encontram retratados na literatura.
Depois é explicada, com mais pormenor, alguns aspetos sobre o desenvolvimento do método analitico no
CESAB. Seguidamente serdo abordados os aspetos quimicos das microcistinas e dos pesticidas em estudo.
Serdo também referidas as carateristicas da instrumentacdo usada e dos procedimentos usados no tratamento
de amostras. Por Gltimo, serdo abordadas as bases estatisticas e os procedimentos para a validacdo de métodos

analiticos, que serdo ambos usados no tratamento e interpretacdo dos dados experimentais deste projeto.

2.1 Métodos analiticos implementados

Relativamente aos pesticidas, sdo varias as matrizes analisadas na literatura. Exemplos delas sdo as
frutas, vegetais, dguas subterraneas, dguas de consumo humano, entre outras [35-37]. Sobre as microcistinas,
existem varias metodologias retratadas na literatura para a sua detecdo e quantificacdo em algumas matrizes,
nomeadamente aguas para consumo humano, dguas naturais doces superficiais, d4guas naturais salinas, entre
outros [38-45].

As metodologias implementadas para a analise de pesticidas sio realizadas em grande parte dos casos
com recurso a técnicas cromatograficas, liquida e/ou gasosa, podendo estar acompanhada com um passo de

pré-concentracdo tais como extracdo liquido-liquido ou em fase sélida [35, 36, 46].

Parte das metodologias publicadas para as microcistinas dividem-se na preferéncia das técnicas analiticas
a usar, surgindo maioritariamente duas vias alternativas. Uma das escolhas baseia-se na utilizacdo de ensaios
de imunoabsorcdo analitica, denominada por ELISA ( Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), técnica analitica
que, através de interacBes antigénio-anticorpo, permite identificar o analito de forma seletiva [38, 47, 48].
A outra opcdo caracteriza-se pelo uso de técnicas de separacdo analitica por cromatografia, nomeadamente
cromatografia liquida, na qual, através da afinidade quimica entre o analito presente numa matriz e as fases
mével (liquida) e estaciondria, permite uma separacdo qualitativa e posterior quantificacdo do analito em
causa [39-44, 49]. Tanto a técnica ELISA como a cromatografia liquida fazem-se acompanhar de vantagens e
desvantagens paralelas ao seu uso. A técnica que recorre aos ensaios de imunoabsorcdo tem como vantagens
apresentar uma boa seletividade, pois permite a escolha de um anticorpo que apresente seletividade para
um composto especifico. Acerca das desvantagens, esta técnica apresenta dificuldades na discriminacdo e

identificacdo de variantes moleculares distintas [41].

Relativamente ao recurso de separacdo analitica por cromatografia liquida, trata-se de uma técnica dis-
pendiosa e cuja capacidade de identificar distintos congéneros moleculares depende dos padrdes analiticos



disponiveis no mercado [41]. Mediante os varios modelos dos aparelhos utilizados na cromatografia liquida,
tanto aquele que recorre 3 alta e ultra pressdo (HPLC e UPLC), respetivamente, encontram-se na literatura
[39-43, 50-53]. De forma genérica, o segundo modelo possui uma maior velocidade de anélise e melhor
resolucdo e sensibilidade comparativamente com o primeiro modelo, devido a véarios fatores como diferentes
valores de pressdo a que as colunas em cada modelo sdo submetidas, dimensdes das particulas presentes no

interior das colunas cromatograficas, entre outros [54].

2.2 Microcistinas

Como ja foi referido anteriormente, as microcistinas sd0 compostos perigosos para a satde pablica caso
consigam entrar nos organismos. Desta forma, torna-se relevante conhecermos a sua natureza quimica e suas

carateristicas, encontrando-se abaixo referenciadas algumas delas.

2.2.1 Estrutura quimica

As microcitinas sdo heptapéptidos inseridas na familia de compostos considerados como hepatotéxicos. Na
figura 2.1 pode ser visualizada a estrutura genérica ciclica mais comum das MC's, sendo possivel identificar
cada fragmento molecular a partir das delimitacdes feitas com retas a tracejado. As variantes moleculares
distinguem-se principalmente, no caso das MC's, através dos aminoacidos presentes nas posicdes 2 e 4 junta-
mente com o nimero de metilacdes ocorridas nos aminoacidos situados nas posicdes 3 e/ou 7. Genericamente,
a estrutura de uma MC possui uma D-Alanina na posicdo 1, uma D-Metil asparagina (4cido D-eritro-3-
metilaspartico) na posicdo 3; uma Adda na posicdo 5, um D-Glutamato (4cido D-isoglutdmico) na posicdo 6
e uma Mdha na posicdo 7 [29]. O fragmento Adda presente trata-se de um aminoacido natural incomum cuja
presenca é carateristica nas microcistinas, denominado de acido 3-amino-9-metoxi-2,6,8-trimetil-10-fenildeca-
4E, 6E-diendico, enquanto que o aminodcido Mdha baseia-se na N-metil-desidroalanina. Na tabela 2.1 é feita
a referéncia aos substituintes nas posicdes 2 e 4 da estrutura da microcistina e respetiva denominaco da

variante molecular.

(7) Mdha
(6) D-Glu (is0) COOH CH;, O
I
N ~.
. -~ NH
(1) D-Ala
0]
é R R H H
(5) Adda CH; CH, /N . N’
O Z /’ 'l

(3) D-MeAsp

Figura 2.1: Esquema genérico da estrutura molecular de uma microcistina ciclica. Cada fragmento molecular, numerado de 1
a 7, encontra-se delimitado com retas a tracejado. Todos os fragmentos sdo aminoacidos ou seus derivados, nomeadamente: (1)
D-Alanina; (3) acido D-eritro--metilaspartico (D-Metil aspargina); (5) acido 3-amino-9-metoxi-2,6,8-trimetil-10-fenildeca-4E, 6E-
diendico (Adda); (6) acido D-isoglutdmico (D-Glutamato); (7) N-metil-desidroalanina (Mdha). Os aminoacidos a ocupar as
posicdes (2) e (4) determinam o congénere molecular. Adaptado de [29].



Tabela 2.1: Classificacdo das microcistinas de acordo com os aminoacidos inseridos nas posicdes X (2) e Z
(4) da figura (2.1).

X y4 Codificacdo
Microcistina - LR Leucina  Arginina MC-LR
Microcistina - RR  Arginina  Arginina MC-RR
Microcistina - YR Tirosina  Arginina MC-YR

2.2.2 Toxicidade

A toxicidade das MC's varia dentro dos diversos congéneres moleculares, cujas doses letais (LDso)! das
variantes MC-LR, MC-RR e MC-YR s&o 43.0, 235.4 e 110.6 ug/kg, respetivamente [9, 18, 30]. Apés varios
estudo efetuados, determinou-se que a toxicidade das microcistinas depende de alguns fatores tais como:
possuir uma estrutura ciclica; desimpedimento estérico do acido carboxilico presente no acido glutamico;
existéncia de um aminoacido apolar ligado ao grupo v-carboxilico do acido glutdmico e a molécula Adda

existente na estrutura possua isomeria trans® [55].

A absorcdo dos compostos hepatotdxicos pelo organismos e posterior intoxicacdo pode ocorrer por inala-
cdo, ingestdo e de forma intravenosa, entre outras formas. Apesar de serem compostos considerados como
promotores de tumores/carcinogénicos, o seu efeito nefasto nos seres vivos ocorre primeiramente a nivel he-
patico [30]. As MC's, através do mecanismo de transporte dos sais biliares, sdo mobilizadas até ao figado,
onde ocorre a inibicdo das fosfatases do tipo 1 e 2A nas células hepaticas. Essa inibicio pode levar, como
consequéncia final, a perda cromossémica, podendo dela resultar entre apoptoses indevidas, necroses e, por
altimo, a carcinogénese[9, 28]. Na figura 2.2 pode ser visualizada um esquema simplificado dos possiveis

mecanismos da genotoxicidade induzida pela microcistina-LR.

MCLR MCLR
Inibigao das fosfatases tipo | & 2A Aumenta das espécies Dano no DNA

reativas de oxigénio

Modificagdies no citoesqueleto ﬂuald:;ad::uﬂlﬁ;;t:vzarte Reparagdo do DNA '— MCLR

Perturbagdo no fuso mitdtico Quebra cromossdmica

Perda cramossdmica Aneuplaidia Instabilidade no genoma

Carcinogénese

Figura 2.2: Proposta mecanistica da genotoxicidade induzida pela microcistina-LR. A microcistina tem a capacidade de inibir as
fosfatases do tipo 1 e 2A, assim como interferir com a reparacdo do DNA. Desta forma, resultam interferéncias nos cromossomas,
comprometendo a informacdo genética do individuo. As alteracdes no genoma induzidas desta forma podem resultar, no pior dos
cenarios, no processo de carcinogénese. Adaptado de [56].

1L.Dso corresponde a concentracdo necessaria para matar 50% dos individuos de uma determinada populacdo
2Este tipo de isomeria caracteriza-se pelo posicionamento transversal de grupos substituintes em relacdo a ligacdo dupla situada
nos carbonos adjacentes.



2.2.3 Estabilidade

A estabilidade das MC's, como a de qualquer composto, depende das condi¢cdes do meio onde estdo
inseridas. Varios estudos retrataram a estabilidade das MC's, nomeadamente da MC-LR, mediante varios

fatores tais como pH, temperatura, irradiacdo de luz, presenca de bactérias e cloro [12, 13, 57-59].

Relativamente ao pH e 3 temperatura, alguns estudos encontram-se na literatura. Foi verificado que, a
um pH de 1 e 9 respetivamente associado a uma temperatura de 40 e 21-30 °C, as microcistinas podem
degradar-se. A degradacdo, neste caso, é desencadeada pela hidrélise do Mdha, resultando na formacio de

varios péptidos lineares [12].

Quando as MC's s3o irradiadas por radiacdo eletromagnética de alta energia, como radiacdo ultra-violeta
proveniente do Sol, ocorre degradacdo com a possibilidade de formacio de isémeros, em que alguns desses
isémeros sio provenientes do fragmento Adda. Para que a degradacdo ocorra de uma maneira mais eficaz
com apenas com recurso ao uso da luz solar, a presenca de pigmentos contidos nas cianobactérias no meio é

um requisito [13, 57].

A degradacdo bacteriolégica das MC's também é possivel, verificando-se alteracdes tanto no fragmento
Adda como na estrutura ciclica da microcistina [60]. Os produtos resultantes da decomposicdo apresentam

uma toxicidade inferior que a estrutura original da microcistina [16].

O processo de cloracdo das MC's via hipoclorito de sédio também pode ser uma alternativa, visto que
nenhum dos diversos produtos formados resultantes do processo apresenta efeitos prejudiciais nos organismos
[58].

2.3 Pesticidas

Como foi dito anteriormente, os pesticidas em estudo sdo o mecoprope e a desetilsimazina. Desta forma,
abaixo estdo descritos esses mesmos pesticidas e algumas das suas carateristicas.

2.3.1 Maecoprope

O &cido (RS)-2-(4-cloro-2-metifenoxi) propandico, também designado por mecoprope (MCPP), pode ser
visualizado na figura 2.3. Trata-se de um herbicida usado no Inverno e na Primavera, de forma a controlar
o crescimento de ervas daninhas no cultivo de cereais. Trata-se de um composto quiral em que apenas o
enantiémero R, denominado de mecoprope-p, tem sido alvo de estudos de toxicidade aguda enquanto que
a mistura racémica é usada para estudos toxicoldgicos a longo prazo. Ambos enantidémeros apresentam
toxicidade, no entanto, os efeitos nefastos da mistura racémica foram demonstrados equivalentes aos do
enantiémero R em estudos de doses repetitivas [61]. Tanto o enantiémero R como o S podem ser observados
na figura acima mencionada.

No caso de ingest&o, este composto tem tendéncia a passar para a via sistematica (sangue), indo progres-
sivamente depositar-se na na tiroide e nos rins. Ja foram registadas mortes em pessoas adultas que tenham
ingerido uma quantidade superior ou igual a 6,5 gramas. Em condicdes aerébias, ambos enantiémeros podem
ser degradados por algumas espécies de microorganismos [63, 64]. Existem vérias metodologias descritas para

a sua quantificacdo, nomeadamente por cromatografia liquida e gasosa [65-67].
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Figura 2.3: Estrutura quimica dos enantiémeros do mecoprope, onde o composto identificado com a letra A representa o
enantiémero R e com a letra B o enantiémero S. O carbono quiral encontra-se sinalizado com o asterisco ( * ), adaptado de [62].

2.3.2 Desisopropilatrazina

A desisopropilatrazina ou desetilsimazina (DIA) pode ser visualizada na figura 2.4. Este composto é
um derivado da triazina, usado no controlo de ervas indesejadas em plantacbes de trigo. A formacdo deste
composto resulta de processos de decomposicio da simazina e da atrazina, sendo o metabolito produzido
em maior quantidade aquando da degradacdo da simazina [68, 69]. A DIA pode ser encontrada em agua

subterrdneas em que, simultaneamente, a presenca de simazina e/ou a atrazina n3o se verifique [69].

ol
N)\N

Figura 2.4: Estrutura molecular da desisopropilatrazina.

Quando ingerido por ratos, tem a capacidade de aumentar o crescimento da préstata e de inibir a producio
de testosterona, causando interferéncias a nivel hormonal [70, 71]. A DIA apresenta uma toxicidade semelhante
a atrazina [69, 72]. Na literatura encontram-se descritos métodos que recorrem a cromatografia, tanto liquida

como gasosa, para a sua quantificacdo [73-75].

2.4 Metodologia Analitica

Neste projeto foram utilizadas como técnicas analiticas a extracdo em fase sélida e a cromatografia,
portanto ambos métodos e seus principios de funcionamento serdo referidos de forma sucinta.

2.4.1 Extracido em fase sélida

Quando se pretende analisar uma amostra, por vezes, é preciso sujeita-la a diversos tipos de tratamento de
forma a analisa-la da forma mais correta possivel e, se possivel, sem interferéncias. Uma forma de preparacdo
é a extracdo em fase sdlida, que tem como objetivo isolar e concentrar o analito de interesse de uma amostra
e, desta forma, minimizar eventuais interferéncias. Os analitos sio isolados com o auxilio de um polimero

especifico ou por um pequeno volume de fase estacionaria cromatografica. Tratando-se de uma técnica de
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separacido liquido-sélido, o principio da técnica reside nas interacdes quimicas entre o enchimento sélido e o
analito de interesse, sendo semehante a técnica de cromatografia. A forma mais usual de efetuar uma extracio
de fase s¢lida consiste na utilizacdo de cartuchos, onde se pode verificar esquematicamente na figura (2.5) a

sucessdo de passos que engloba todo o processo.

Anaglito de
inieresse
Solvents Sobvente e
1. Sobente A o oclar de polaridae ﬁ‘;’llaf”e
2 Sahente B Al intermédia
[ ]
" A +r
Condicionamento Eluiciio da Eluiciio dos solutos Eluigéo do analito
i coluna amostra fracamente adsorvidos de interesze
(a) (b} () (d) ()

Figura 2.5: Diagrama esquematico do processamento padrio na separacio de fracdes por extracio em fase sélida: (a) acon-
dicionamento inicial da coluna, (b) aplicacdo da amostra, (c) remog¢do de alguns contaminantes por lavagem com solvente, (d)
remogdo de alguns contaminantes mais fortemente retidos com solventes de polaridade intermédia e (e) eluicdo do analito de
interesse, adaptado de [49].

Inicialmente, passa-se um solvente pelo cartucho de forma a remover impurezas e solvatar a fase esta-
ciondria, para que este Gltimo possa interatuar com a amostra. Seguidamente faz-se passar a amostra pelo
cartucho de forma a que o analito de interesse fique retido no enchimento sélido. Apés a adsorcdo do analito de
interesse juntamente com outros compostos, utilizam-se varios solventes com diferentes polaridades, aplicados
no cartucho por crescente ou decrescente de polaridade, de forma a remover os compostos interferentes da

amostra e conseguir o analito de interesse isolado destes [49, 76].

2.4.2 Cromatografia liquida de ultra eficiéncia

A cromatografia é uma técnica reconhecida que permite a separacio de diversos analitos presentes numa
matriz complexa, sendo bastante usada n3o s6 para a purificacio como também para a analise quantitativa

dos mesmos.

Neste tipo de cromatografia sdo necessarias uma fase mével liquida (eluente) e uma fase estacionaria fixa,

geralmente uma fase liquida imobilizada numa coluna, denominada coluna cromatogréfica.

A separacdo de compostos é efetuada através da interacdo entre o(s) analito(s) de interesse e as fases
movel e estacionaria. Ap6s a otimizacdo prévia de condicdes, o funcionamento da técnica passa pela injecdo
da amostra, sendo esta arrastada juntamente com um fluxo estabelecido de fase mével, por um percurso
que atravesse a fase estaciondria (coluna cromatografica) e que alcance o detetor. Devido as propriedades
quimicas dos véarios analitos, estes apresentam naturalmente diferentes afinidades para com as fases mével e

estacionaria. Desta forma, quanto maior for a afinidade dos analitos para com a fase estacionaria, maior sera
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a sua retencdo na fase estacionaria. Assim, a sua eluicdo serd mais demorada e, consequentemente, maior
sera o tempo necessario para que o analito alcance o detetor.

Para que a separacdo ocorra, é necessario que as polaridades entre a fase mével e estacionaria sejam
diferentes. Desta forma, denomina-se por cromatografia de fase normal quando a fase estacionaria apresenta
uma maior polaridade relativamente a fase mével. Quando a fase estacionario apresenta uma polaridade menor
em comparacdo com a fase mével, designa-se por cromatografia de fase reversa. Um outro aspeto que pode
auxiliar a separacdo cromatografica baseia-se na composicdo da fase mével ao longo do tempo de anilise.
Quando a composicdo da fase mével mantém-se constante ao longo do tempo de anélise, designa-se por
eluicdo isocratica. No entanto, quando é necesséario a alteracdo da composicio da fase mével no decurso da
analise, a eluicdo é denominada de eluicdo gradiente. Esta Gltima pode auxiliar a separacdo de analitos com
polaridades semelhantes ou diferentes.

Um dos parametros que tem utilidade na identificacdo de um analito & o seu tempo de retencio, tempo
esse compreendido entre o momento aquando da injecdo do analito até este alcancar o detetor. Os tempos
de retenc3o, por norma, sdo maiores na técnica HPLC relativamente ao UPLC (Ultra pressure liquid chroma-
tography, UPLC). Em ambas as técnicas, a sua composicdo é constituida geralmente por um sistema binario
de solventes, bomba, um sistema de injecdo de amostra, coluna cromatografica e detetor.

O sistema binario de solventes & responsavel pela variacdo de composicdo da fase mével. O sistema de
injecdo permite injetar a amostra num curto intervalo de tempo, aplicando um fluxo constante de fase mével
durante todo o tempo de anélise. Tanto a temperatura do injetor automatico como o volume de amostra a
injetar sdo varidveis, no entanto, é desejavel que o volume de amostra injetado seja reduzido. A utilizacdo de
um volume reduzido, na ordem dos microlitros, permite uma correta resolucdo de analitos. Sobre as colunas
cromatograficas, estas por norma, tém um didmetro interno compreendido entre 1 mm e 2,1 mm, associadas
a particulas com dimens&o inferior ou igual a 2 pm. Estas dimensdes permitem, entre outros, minimizar o
efeito do aquecimento da coluna aquando da corrida cromatografica, devido a pressdo a que a coluna é sujeita
devido a passagem da fase mével.

Relativamente ao detetor, existem varios que podem ser usados na cromatografia liquida, como o dete-
tor por fluorescéncia, de indice de refracdo, por espetrometria de massa, entre outros [49]. Por opcdo de
disponibilidade, o detector por MS/MS, ou tandem MS, foi o escolhido. Sendo a cromatografia liquida de
ultra pressdo uma técnica que recorre a altas pressbes, enquanto que a espetrometria de massa trabalha com
pressbes bastante reduzidas, o uso da técnica de electrospray como interface torna-se necessaria. Esta técnica
permite a vaporizacido da fase liquida que contém o analito, ap6s o tempo de eluicio dos compostos com
o auxilio de um fluxo de azoto. O campo elétrico criado entre o capilar metalico que contém a fase liquida
e a entrada para o espetrometro de massa sio também um requisito. Na figura 2.6 pode ser visualizado
esquematicamente a técnica de electrospray e 0 modo como esta vaporiza a amostra e permite a ionizacio
simultanea do analito.

Com esta técnica é possivel formar um aerossol de particulas carregadas, aerossol esse que confere ao

analito as carateristicas necessarias para ser analisado pela técnica de espectrometria de massa.

2.4.3 Espetrometria de massa

A espetrometria de massa é considerada umas das melhores técnicas de detecdo aquando acoplada a
cromatografia, devido a sensibilidade oferecida, informacdo de cariz qualitativo e quantitativo e capacidade

de distinguir diferentes compostos com semelhantes tempos de retencdo. Esta técnica permite separar os
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Figura 2.6: Representacio esquematica da interface LC-MS dando énfase a ionizacdo do analito no eletrospray. No final da
eluicdo da fase liquida que contém analitos, com o auxilio de um campo elétrico juntamente com um fluxo gasoso de azoto,
ocorre a ionizacio seguida da vaporiacdo das moléculas presentes. Com a ionizag¢do das moléculas, estas formam goticulas de ides
carregadas. A acumulacdo de cargas gera instabilidade dentro da goticula, pelo que, a goticula desagrega-se. A desagregacdo
é responsavel pela vaporizacdo dos ides, estando estes aptos a serem analizados pelo espetromero de massas. Este modo de
ionizacdo designa-se de ESIT (gera ides "+"). Aptado de [49].

compostos ionizados mediante a razdo massa e a sua respetiva carga (m/z). Desta forma, é possivel estudar a
massa de 4tomos, moléculas e fragmentos moleculares provenientes do(s) analito(s) presente(s) numa amostra
[49].

Pode também haver a possibilidade de associar dois ou mais espetréometros de massa em série de forma
a melhorar significativamente a seletividade e a relacdo sinal/ruido. Neste caso, estamos perante a técnica
MS/MS. Nesta técnica, é usual recorrer a um espetrémetro de massa de triplo quadrupolo, podendo ser visto
na figura 2.7 um exemplar esqueméatico em funcionamento.

E possivel trabalhar de dois modos distintos num quadrupolo, nomeadamente, modos varrimento completo
(ou full scan) e SIM (ou Single lon Monitoring). O modo full scan corresponde a procura dos ides precursor
ou fragmentos existentes numa gama de razdes m/z enquanto que a escolha de ides precursor ou fragmentos de
razdo m/z especifica carateriza o modo STM. Mediante o compromisso na escolha dos dois modos associados
ao primeiro e terceiro quadrupolos, podemos ser realizados diferentes modos de trabalho.

Uma das funcionalidades que usufrui na totalidade deste tipo de técnica é a monitorizacio de reacdes
seletivas (Multiple Reaction Monitoring, M RM). Neste modo, com a utilizacdo de trés quadrupolos onde o
segundo é denominado por célula de colisdo, é possivel escolher entre uma gama de massas ou razdes m/z
especificas no primeiro e no terceiro quadrupolos, de forma a que apenas os compostos com os requisitos
pré-definidos alcancem o detetor. Através da aplicacdo de uma tensio constante e de uma radio-frequéncia
oscilante, é possivel gerar campos elétricos responsaveis por estabelecer trajetérias complexas aos ides, desde
a camara de ionizacdo até ao detetor. Desta forma, é possivel adaptar todo o processo de forma a privilegiar
a detecdo do analito de interesse assim como de fragmentos provenientes desse mesmo analito, através da
escolha de determinadas razdes m/z. E de salientar que, no primeiro quadrupolo, existe a necessidade de
escolher a voltagem de cone associada ao cone extrator de forma a que o composto a analisar apresente um
sinal de maior intensidade. No entanto, a detecdo de massas no terceiro quadrupolo requer a utilizacdo da
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Figura 2.7: Representacdo esquematica de um espetrémetro de massa acoplado (tandem MS/MS). Com a entrada de ides com
diferentes razdes massa/carga, & possivel escolher uma razio especifica ou uma gama de razdes no primeiro quadrupolo. Com
a passagem dos ides pelo primeiro quadrupolo, sé alcancam o segundo quadrupolo os que tiverem a razdo massa/carga dentro
das especificacdes definidas. No segundo quadrupolo ou célula de colisdo, com o auxilio de uma energia de colisdo e gas de
colisdo, é possivel fragmentar os ides. Com os varios fragmentos formados no segundo quadrupolo, estes seguem para o terceiro
quadrupolo, onde podem ser pré-definidas as razdes m/z de interesse. Apds o terceiro quadrupolo, os ides e/ou fragmentos de
interesse alcancam o detetor. Adaptado de [49].

célula de colisdo, célula essa que através de uma voltagem definida e de um fluxo de gas, permite fragmentar
0s compostos provenientes do primeiro quadrupolo.

Na figura (2.8) é possivel visualizar os diferentes modos de funcionamento em MS/MS. Como se pode
verificar nesta figura, existem vérias formas de extrair informacdo a partir da fonte de ides, informacdo essa
captada através do compromisso das massas a selecionar tanto no primeiro como no terceiro quadrupolos.

No modo de funcionamento A, denominado por varrimento de ides produto, permite-nos averiguar o
conjunto de fragmentos moleculares, dentro de uma gama de razdes m/z, provenientes de um anico ido
precursor (Daughter scan). Para que isso ocorra, no primeiro quadrupolo, elege-se uma razdo m/z de forma
a detetar o ido percursor de interesse. Seguidamente, no segundo quadrupolo ou célula de colisdo define-se
uma energia de colisdo de forma a fragmentar o i3o precursor em estudo. Por @ltimo, escolhe-se uma gama
de razdes m/z para o terceiro quadrupolo e, desta forma, conseguimos obter um completo varrimento de
fragmentos moleculares inseridos no intervalo de massas/carga anteriormente referido. Este modo pode ser
repetido para diferentes ides precursor.

Relativamente ao modo de funcionamento B, este tem como objetivo identificar os ides precursor que s3o
capazes de gerar um fragmento molecular especifico. Desta forma, faz-se um varrimento dos ides precursor no
primeiro quadrupolo, escolhe-se uma voltagem para a célula de colisdo e, no terceiro quadrupolo, escolhe-se

uma determinada raz3o massa/carga que carateriza o fragmento em estudo.

Sobre 0 modo de funcionamento C, este carateriza-se pela analise sincronizada de massas dos analitos
relativamente ao primeiro e terceiros quadrupolos, em que a diferenca de razdes m/z entre os quadrupolos
permanece constante. O varrimento de perdas neutras é eficaz quando se pretende avaliar a presenca de um
analito que tem inserido na sua estrutura moléculas neutras. Com a entrada do analito em estudo para a
célula de colis3o, este é fragmentado de forma a libertar moléculas da sua estrutura, nomeadamente moléculas

neutras. Dessa forma, os fragmentos a procurar no terceiro quadrupolo poderdo ser as razdes massa/carga

14



A de ives MS1 CiD MS2
. ) (] ®_ o ]
Varrimento de ==..| ' @ L o E 22% 1 =T
ioes produto &= | ‘ o lo®
= == fiwo = = Varrimento = !
m/z
B
. e .l I @ - _- 1
Vammento de =l | c,.. -é =22 | ege®
ides precursor | @ = | = = e I i
= = Varrimento = == Fixo =
m/z
¢ r— ) T I
i =
Varrimento de X ‘-_‘-'..l = @ @ e — @ . @ ‘
perdas neutras | @ = | 1= @ ® @ 1 @ Il
= = Vamrimento = = Varimenlp = L—1
tempo
r—Y (I - T '
. —~ -
Mgn_llorame_rlte e ®g @32 log @ ® I
multiplo deides 1 @ = 1 1 ) Sae I ) Il
— Fixo = = fFixog — oo [\ .
tempo

Figura 2.8: Representacio esquematica de alguns dos modos de funcionamento mais comuns de um espetrémetro de massa
acoplado (tandem MS/MS) em aplicagdes analiticas: (A) Varrimento de ides produto, (B) Varrimento de ides precursor, (C)
Varrimento de perdas neutras, (D) Monitoramento maltiplo de ides, adaptado de [77].

da(s) molécula(s) neutra(s) que foram retiradas da estrutura do analito inicial juntamente com o analito cuja
razdo massa/carga difere da inicial de valor igual ao da razdo m/z da(s) molécula(s) libertada(s).

Por altimo, o modo de funcionamento D, denominado de monitoramento de ides maltiplo ou monitorizacio
de reacBes mdltiplas (M RM), baseia-se num modo de trabalho que permite detetar ides precursor e ides
produto com o conhecimento prévio das suas razdes massa/carga. E, no entanto, necessario a aplicar uma
voltagem correta na célula de colisdo de forma a adquirir os fragmentos desejados na proporcdo desejada,
voltagem essa alcancada de forma empirica aquando da otimizacdo de condicdes do detetor [77].

2.5 Estatistica no Tratamento de Dados

Quando dados experimentais sdo obtidos, torna-se imprescindivel o seu tratamento estatistico de forma a
extrair relacdes e resultados que possam ser interpretados e correlacionados da melhor forma possivel. Desta
forma, recorre-se a ciéncia que se dedica a recolha, tratamento e interpretacdo de dados provenientes da
ocorréncia de eventos, a estatistica. A partir dos dados obtidos de uma determinada populacdo, permite

através dela estimar pardmetros através de teorias probablisticas que caraterizam essa mesma populacio.

A estatistica confere ao analista ferramentas poderosas que auxiliam no controlo de qualidade de forma a
avaliar os resultados obtidos, recorrendo a testes estatisticos de hip6teses. Desta forma, consegue-se averiguar
eventuais falhas no procedimento e tomar decisdes sobre a aceitagdo/rejeicdo dos métodos implementados
[78].

Existe um procedimento genérico para se efetuar um teste estatistico de hipé6teses, sendo constituido por
varios passos sequenciais, nomeadamente:

- Formulacdo do problema;

- Expressdo do teste que ira resultar no valor teste (TV);

- Definicdo das hipéteses de trabalho;

Determinacdo da simetria do teste;
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- Estipulacdo do nivel de confianca;
- Célculo do TV;
- Comparacdo com o valor critico e respetiva conclus3o [78].

Como passo inicial, a formulacdo do problema baseia-se no que se pretende demonstrar. Por exemplo,
averiguar se duas estimativas de dispersdo ndo sdo significativamente diferentes. Seguidamente, a expressio
do teste estatistico surge da natureza do que se pretende demonstrar. Os testes estatisticos podem ser
sistematizados em testes de caraterizacdo e classificacdo de distribuicdes, avaliacdo de valores discrepantes,
comparagdo de estimativas, entre outros grupos. Genericamente, os testes estatisticos incidem sobre uma
estimativa central (posicdo), estimativa de dispersdo ou frequéncia (forma de distribuicdo). Cada qual tem
como referéncia uma distribuicdo estatistica associada, respetivamente, distribuicio t-student, Fischer e x>
(chi-quadrado) [78]. Usando o exemplo descrito anteriormente, a expressdo de teste (7'V) seria indicar a razdo

entre as variancias respetivas, de forma a que o racio fosse superior ou igual a 1.

As hipéteses de trabalho s3o ferramentas que servem de base para a tomada de decisdes. Estas sdo
usadas, por exemplo, para apoiar ou refutar modelos hipotéticos criados que pretendem explicar observacdes.
A hipétese nula, Hy, é aquela que afirma uma situacdo de conformidade e contempla uma condicdo de
igualdade. A hipétese alternativa, Hy, indica um complemento da condicdo binomial n3o satisfeita pela
hipétese nula [78]. No exemplo acima, a H; seria assumir que ambas as estimativa eram significativamente
diferentes, enquanto que a Hj estabeleceria o contrario.

No que diz respeito a simetria dos testes, esta depende exclusivamente na forma em como as hipéteses foram
definidas anteriormente. Quando a hipétese nula constata apenas a igualdade entre um valor a comprovar e
um dado valor conhecido, a hipétese alternativa por complementaridade, afirma que os valores s3o diferentes.
Sendo os valores diferentes, o valor a comprovar podera ser maior ou menor que o conhecido, originando uma
simetria bilateral ou testes bilaterais. Por oposicdo, quando a hipé6tese nula afirma que o valor a comprovar
é igual ou menor/maior (< ou >) que o valor conhecido, entdo a hipétese alternativa refere que o valor a
comprovar serd maior/menor (> ou <), respetivamente. Neste caso, a simetria serd unilateral. No exemplo
anteriormente citado, entende-se que a simetria do teste sera bilateral, visto que a hipétese nula constata uma
igualdade.

Enquanto que o nivel de confian¢a (p[Hp] = (1 — «)) esté relacionado com a probabilidade associada a
H, (probabilidade de aceitacdo da Hy), o nivel de significancia («) esta associado a probabilidade da hipétese
alternativa (p[H;]) (probabilidade de aceitacdo da H;) sendo que ambos conduzem 3 probabilidade do evento
certo (p[Ho] + p[H1] = 1). Quando a probabilidade de aceitagdo da hipétese nula (valor de prova) é maior
que o nivel de significancia, p[Hy] > «, a hipétese nula é aceite.

As normas da qualidade estipulam frequentemente graus de confianca de 95% e 99% o que corresponde a
impor niveis de significAncia de @ = 0,05 e a = 0,01, respetivamente.

Segundo o exemplo anteriormente descrito, sem outra informagdo ou condicdo expressa, o teste iria ser
inicialmente efetuado com o = 0,05. Para o célculo do valor teste resolve-se a expressdo obtida que, pelo
exemplo referido, corresponde a calcular a razdo entre as variancias.

Além do nivel de significancia, na escolha do valor critico tem-se que atender ao tipo de distribuicdo
estatistica em causa, a simetria do teste e aos respetivos graus de liberdade.

Usando o exemplo anterior como referéncia, o valor critico respetivo provém da distribuicio de Fischer,
com simetria bilateral, associado ao nimero de graus respetivos de cada varidncia e ao nivel de confianca.
Caso o valor TV n3o exceda este valor critico encontrado entdo a H( estaria correta e, por consequéncia,
as estimativas de dispersdo n3o seriam significativamente diferentes. Caso o valor teste seja inferior ao valor
critico, e se o nivel de significancia associado for de o = 0,05, tem-se que verificar o valor critico associado
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ao nivel de significdncia de o« = 0,01 para que se possa rejeitar a hip6tese nula com seguranca. Se o valor
critico com « = 0,01 for inferior ao valor teste, entdo a hipétese nula é rejeitada sendo a hipétese alternativa
considerada valida. Outra situacdo possivel conduz a uma indeterminacdo na conclusio estatistica. Os valores
criticos das distribuicbes estatisticas de Fischer, t-student e x* (chi-quadrado) podem ser obtidas por consulta
em [79].

2.6 Validacdao de um Método Analitico

A validagdo de um método analitico trata-se de um processo algo complexo que tem como finalidade
demonstrar que uma determinada metodologia analitica é adequada para identificar, separar e quantificar
um analito, a uma dada concentracdo, numa determinada gama de trabalho para uma determinada matriz.
Através da validac3o, é possivel demonstrar que os resultados obtidos sio crediveis e de qualidade, indicando
que o método interno executado é adequado [80]. Para um laboratdrio poder reportar resultados de qualidade,
este tem a necessidade de concretizar alguns procedimentos, nomeadamente, efetuar o controlo de qualidade
interno respetivo a cada metodologia analitica usada; participar em ensaios interlaboratoriais; usar métodos
analiticos validados e encontrar-se acreditado pela norma ISO 17025.

Como podemos constatar, a validacdo de métodos faz parte de um conjunto de procedimentos que, como
um todo, constituem um conjunto de evidéncias em como os resultados reportados tém todo o rigor analitico
necessario. Existindo distintas metodologias para quantificar um determinado analito, surge a necessidade de
escolher o método analitico mais viavel para o laboratério e que assegure a validade dos resultados obtidos.
Para que um método seja validado, existem varios pardmetros que precisam ser estudados e avaliados, nomea-
damente: identificacdo do analito; especificidade e seletividade; gama de trabalho e linearidade; sensibilidade;

limiares analiticos; exatiddo; precisdo e coeréncia.

2.6.1 Identificacdo do analito

Ap6s a escolha da metodologia analitica, tem que se garantir que o sinal obtido por parte da instrumentacio
corresponde apenas a presenca do analito em estudo. Por norma, recorre-se a informac3o disponivel das con-
dicdes experimentais na literatura como ponto de partida, tendo em consideracdo de que, experimentalmente,
elas podem variar devido a varios fatores, como por exemplo, os modelos dos aparelhos na literatura serem

diferentes dos modelos dos aparelhos disponiveis.

2.6.2 Especificidade e Seletividade

Um método especifico é aquele que consegue discriminar o analito em estudo relativamente & matriz
que o envolve. J3 a seletividade traduz-se na capacidade de identificar e distinguir o analito de interesse dos
restantes compostos presentes na amostra. De forma a verificar a presenca de interferentes, € comum estudar-
se o efeito matriz através de, por exemplo, ensaios de recuperacio onde amostras com uma determinada
matriz sdo dopadas a um certo nivel de concentracdo. Desta forma, consegue-se verificar se existem perdas

durante o tratamento de amostra, ou quaisquer outros efeitos associados & matriz [49].

2.6.3 Gama de Trabalho

Considera-se como gama de trabalho o intervalo de concentracdes onde é possivel determinar com exatiddo
e precisdo o teor de analito presente numa amostra. A gama de trabalho é definida aquando da escolha da

gama de concentracdes escolhida para os padrdes que irdo definir as curvas de calibracdo. Por norma, recorre-
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se, no minimo, a um branco e cinco padrdes cuja concentracdo deve variar entre 0,5 e 1,5 vezes a concentracio
esperada do analito presente nas amostras a analisar.

Uma das formas de avaliar uma gama de trabalho definida é através do estudo de homogeneidade de
variancias. As normas ISO 8466-1 e ISO 8466-2 auxiliam no estudo de estratégias de calibracdo para mé-
todos que apresentam uma resposta linear (modelo linear) ou uma resposta n3o linear (modelo polinomial),

respetivamente.

2.6.4 Linearidade

A linearidade de um método pode ser verificada quando o sinal do analito é proporcional a sua concentracio,
através de um determinado método analitico. Esta pode ser avaliada por varias abordagens, tendo todas por
base o estudo das retas de calibracdo obtidas para os analitos de interesse.

A forma mais rigorosa de se avaliar a linearidade é através do teste de Mandel. Este, de forma sucinta,
permite achar qual a funcdo matematica, modelo linear ou quadratico, que melhor se ajusta a distribuicio dos
sinais obtidos. No entanto, para que os modelos possam ser comparados, é necessario obter os parametros
que definem essas mesmas funcbes, como a ordenada na origem e o declive. Estes pardmetros podem ser
obtidos através do método dos minimos quadrados.

Outra forma de se avaliar a linearidade baseia-se na determinacio do coeficiente de determinacdo, R?, em
que, se o valor correspondente for superior a 0,995, entdo admite-se a linearidade da resposta. Este pardmetro
mostra a proporcdo da varidncia de uma das variaveis que pode ser explicada a partir do valor da outra. Por
exemplo, quando o referido parametro assume o valor de 0,999, isto indica que 99,9% da variacdo de uma
variavel pode ser justificada pela variacdo da outra variavel.

E importante referir que, antes de ser efetuado o teste de Mandel, & necessério averiguar a existéncia
de valores discrepantes nas curvas de calibracdo. Os valores discrepantes podem ser sugeridos por regressdo
robusta e/ou célculo de diferencas entre valores experimentais e respetivos valor teéricos previstos pelo modelo
de ajuste linear. A segunda alternativa remete a utilizacdo dos pardmetros obtidos pelo método dos minimos

quadrados, ou seja, analise de residuos.

2.6.5 Sensibilidade

Este parametro resume-se na capacidade que o método tem em distinguir diferentes concentracdes do
analito. Quanto menor forem as diferencas entre concentracdes que o método consiga distinguir, maior a sua
sensibilidade.

Se o método analitico apresentar uma boa resposta linear, a sensibilidade é aproximadamente igual ao
declive ou derivada de primeira ordem da funcio de ajuste obtida da curva de calibracio. Este pardmetro
pode ser usado como um dos critérios na escolha da metodologia usada, pois quanto maior for a sensibilidade
necessaria para a detecdo de um analito, mais sofisticado terd de ser o método a implementar.

2.6.6 Limiares Analiticos

Quando se pretende implementar um método analitico, existe a necessidade de determinar os limiares
analiticos, ou seja, intervalo de concentracbes que, a partir destes, é possivel obter com todo o rigor o teor do
analito em estudo. O limite superior corresponde ao padrdo de maior concentracdo usado para estabelecer a
curva de calibracdo. Relativamente aos limites inferiores, estes denominam-se de limite de detecdo e limite de
quantificac3o.

O limite de detecdo (z1p) corresponde & menor concentracio de analito que é significativamente diferente
de um branco. No entanto, ndo é possivel determinar a sua concentracdo de forma rigorosa devido a erros

significativos. A realizacdo de um ensaio de uma amostra que apresente o sinal do analito inferior ao limite de
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detec3o n3o significa, necessariamente, a total auséncia do mesmo na amostra. Neste caso é de salientar que,
devido a elevada incerteza estatistica inerente a sua detecdo, mesmo que uma amostra apresente um sinal de
analito inferior ao limite de detec3o, o analito ndo deve ser ser considerado como efetivamente detetado.

O limite de quantificacdo (x1q) corresponde & menor concentragdo que, a partir da qual, é possivel
quantificar com todo o rigor analitico o analito presente nas amostras. Ap6s a validacdo da curva de calibrac3o,
o limite de quantificacdo corresponde ao padrdo de menor concentracdo pertencente 8 mesma. Uma forma
de verificar a exatiddo e precisdo do padrdo correspondente ao limite de quantificacdo é realizar testes tais
como a precisdo intermédia. Estes Gltimos sdo estudados com a leitura de varios padrdes preparados com a
concentracio correspondente ao limite de quantificacdo.

Existem trés formas reconhecidas de se calcularem os limites de detecdo e quantificacdo. Uma delas
baseia-se na relacdo sinal/ruido que pode ser usado em algumas técnicas, como na cromatografia a partir dos
cromatogramas obtidos provenientes das leituras das amostras. Outra forma de estimar os limiares analiticos
resulta da leitura de amostras sem analito (brancos) que possuam sinal e cujo desvio padrdo dos ensaios das
respetivas leituras sejam diferentes de zero. Por Gltimo, é possivel também estimar os limites recorrendo a
funcdo de ajuste de uma curva de calibracdo. A escolha da maneira a ser usada para a obtencdo dos limiares

analiticos depende se esses mesmos limites resultam em valores com significado fisico e reprodutiveis [81].

2.6.7 Precisao

A precisdo de um método analitico é avaliada pelo grau de proximidade relativa aos resultados obtidos
na repeticdo de ensaios. A repetibilidade e a reprodutibilidade s3o situacbes extremas de se avaliar a preci-
sdo num método. A repetibilidade baseia-se na leitura da mesma amostra feitas nas mesmas condicdes no
menor intervalo de tempo possivel. Ja a reprodutibilidade permite avaliar a dispersdo de resultados a nivel
global para determinada metodologia analitica sob amostras representativas. Um exemplo de reprodutibili-
dade baseia-se nos ensaios interlaboratoriais, conseguindo-se avaliar a concordancia de resultados entre ensaios
dependentes/independentes de uma mesma amostra/padrdo [49].

E também, de igual forma importante, avaliar a precisio dos ensaios em regime de precisdo intermédia,

sendo este regime uma medida de dispersdo que se situa entre a repetibilidade e a reprodutibilidade.

2.6.8 Exatidao

Com o estudo da exatiddo, consegue-se verificar se os resultados provenientes sdo préximos do valor de
referéncia admitido como verdadeiro. A exatiddo é tanto maior quanto menor for a diferenca entre os valores
acima referidos.

Existem varias formas de avaliar a exatiddo, entre elas estdo os ensaios de recuperacdo, a analise de materiais
de referéncia certificados (MRC's) e ensaios interlaboratoriais. Com os brancos de amostra, adiciona-se uma
quantidade conhecida de analito e, desta forma, é possivel verificar se a taxa de recuperacio estd dentro da
gama de aceitacdo relativamente ao efeito matriz inerente. Sobre a anéilise de MRC’s que contenha uma
matriz semelhante s das amostras reais, é esperado que o teor de analito obtido pelo método esteja dentro
do intervalo compreendido no certificado que acompanha o MRC. Os ensaios interlaboratoriais sdo ensaios
relacionados pelos laboratérios através de uma entidade organizadora. Esta distribui uma amostra pelos vérios
laboratérios participantes no ensaio, ficando a cargo destes a anélise e o respetivo reporte do valor 3 entidade
organizadora sobre o teor do analito em causa.

Mediante um valor de referéncia estabelecido pela entidade organizadora, os valores reportados pelos
varios laboratdrios serdo comparados com a dita referéncia. Com essa comparacio, é possivel estabelecer um
nivel de desempenho dentro de uma gama de concordancia, denominado de ‘z-score”, do método analitico
implementado no laboratério.
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O calculo do desvio absoluto, que corresponde a diferenca absoluta entre o valores obtido e definido como
verdadeiro, ou desvio relativo que indica a diferenca a nivel percentual sdo formas de se avaliar a exatiddo
[49].

Os ensaios interlaboratoriais sdo ensaios relacionados pelos laboratérios através de uma entidade organiza-
dora relacionada com a metrologia e qualidade analitica. Esta distribui uma amostra pelos véarios laboratérios
participantes no ensaio, ficando a cargo destes a anélise e o respetivo reporte do valor a entidade organizadora
sobre o teor do analito em causa.

Mediante um valor de referéncia estabelecido pela entidade organizadora, os valores reportados pelos varios
laboratérios serdo comparados com a dita referéncia. Com essa comparacio, é possivel estabelecer um nivel de
desempenho dentro de uma gama de concordancia, denominado de z-score, do método analitico implementado
no laboratério.

2.6.9 Coeréncia

A coeréncia corresponde a capacidade do método conduzir ao mesmo resultado quando ocorrem alteracées
ndo deliberadas de algumas condicdes tais como analista, reagentes, periodos de trabalho, entre outros. Para
avaliar este pardmetro de desempenho repetem-se as determinacdes num certo conjunto de amostras, seguindo
as condicdes de analise impostas e em diferentes instantes, por periodos de tempo variavel e procura-se avaliar
a concordancia dos resultados obtidos.
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Capitulo 3

Procedimentos

Para a realizacdo da parte experimental relativa aos pesticidas e microcistinas, além dos materiais usuais
num laboratério analitico de controlo da qualidade, apenas iremos discriminar alguns que sdo mais especificos e
foram utilizados neste trabalho. Seguidamente, serdo apresentados os métodos usados, referindo as condicBes
da amostragem, da extracdo em fase sélida e da cromatografia liquida com detetor de massas. Por altimo,
serdo descritas as formas de se avaliarem os parametros intrinsecos a validacdo do método analitico a ser

implementado.

3.1 Materiais

Os materiais usados para os procedimentos experimentais foram os seguintes:

- Cartuchos (SPE) OASIS HLB 500 mg — Waters R);

- Sistema de extracdo de amostras Auto Trace SPE Workstation — Caliper LifeSciences (R);

- Sistema de secagem de cartuchos - Turbo Vap LC Concetration Workstation — Caliper LifeSciences (R);

- Frascos de polietileno;

- Tubos de vidro 15 e 40 mL;

- Frascos Schott (R) 500 e 1000 mL;

- Banho de ultrassons - Silver Crest (R);

- Vials 12*¥32mm com septo PTFE/silicone - VWR;

- Sistema de aquisicdo de dados;

- Material corrente de laboratério e material volumétrico;

- Balanga - Tokyo Japan, A&D Company, Limited ®);

- Micro seringas de volumes variados - Agilent (R);

- Software MassLynx Version 4.1 SCN919;

- Bomba de vacuo;

- Sistema de vacuo multiposto — Waters (R);

- Agitador Vortex;

- Filtros de membrana compativel com solventes aquosos e organicos de polipropileno hidrofilico 0,22 pm
de porosidade e 47 mm didmetro Filtros de fibra de vidro, PALL, A/E, 1 pm, 47 mm de didmetro;

- Tubos/Vasos de centrifuga;

3.2 Reagentes

Relativamente aos reagentes, podem ser visualizados na tabela 3.1 juntamente com as suas carateristicas:
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Tabela 3.1: Reagentes usados para a realizacdo do projeto.

Reagentes Férmula quimica Densidade (g/cm?®)  Fornecedor ~ Namero CAS  Massa molar (g/mol)
Metanol CH,4,0 0,79 VWR 67-56-1 32,04
Eter dietilico Cu4H100 0,71 VWR 60-29-7 74,12
Acetato de aménio CoH7NOo 1,17 VWR 631-61-8 77,08
Tiossulfato de sédio NasO3S52.5H20 1,74 Merck 10102-17-7 248,21

pentahidratado
Acido Férmico CH304 1,22 VWR 64-18-6 46,03

Quando n3o for dito em contrdrio, as solucBes preparadas foram aferidas com dgua desmineralizada obtida
pelo aparelho Puranity PU 20 VWR (R), com condutividade especifica de 0,055 (£ 0,005) siemens (S) medida a
temperatura 18-22 2C. Todos os solventes e compostos tém a pureza necessaria para processos cromatograficos

associados ao detetor de massas. As densidades apresentadas estdo associadas a uma temperatura de 20 °C.

3.2.1 Padrdes primarios

Sobre os padrdes, estes encontram-se abaixo discriminados na tabela 3.2 juntamente com as suas carateristicas.

Tabela 3.2: Padrdes usados para a realizacdo do projeto.

Padrdes  Férmula quimica Fornecedor Niamero CAS  Massa molar(g/mol) Pureza (%) ou
Concentracdo (mg/L

em metanol)

DIA CsHgCINs5 Dr. Ehrenstorfer 1007-28-9 173,6 98,9%
MCPP C10H11ClO3 Dr. Ehrenstorfer 93-65-2 214,6 99,3%
MC-LR Cu49H74N10012 LGC 101043-37-2 995,2
MC-RR  C49H75N13012 LGC 111755-37-4 1038,2 10 mg/L
MC-YR  C52H72N10013 LGC 101064-48-6 1045,2

3.3 Solucoes

Relativamente a validacdo dos métodos, encontra-se abaixo indicadas as soluces usadas tanto para os pes-
ticidas como para as microcistinas. E de referir que as fases méveis precisam de ser desgaseificadas antes de

serem utilizadas.

3.3.1 Pesticidas

Para os pesticidas, as solucBes foram as seguintes:

- Solucdo tamp3do de Acetato de Aménio (5 mM);
Fase mével A, constituida por 5 mM Acetato de Aménio/Metanol [90/10 (v/v)];
- Fase mével B, constituida por 5 mM Acetato de Aménio/Metanol [10/90 (v/v)];
Padr3o individual de pesticidas;

Solucdes padrdo individuais - calibracdo (200 mg/L);
- Solugdes padrao individuais - controlo (200 mg/L);

- Solu¢do padrdo intermédia - calibracdo (2 mg/L);
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- Solucdo padrdo intermédia - controlo (2 mg/L);
- Solu¢des padrdo para calibracdo (14 — 74 ug/L);
- Solugdo padrido para fortificagdo (2 mg/L).

3.3.2 Preparacido de Solucées
3.3.2.1 Solucdo tampdo de Acetato de Aménio (5 mM)

Pesar 0,385 de acetato de aménio e dissolver num baldo de 1000 mL com 4gua desmineralizada.

3.3.2.2 Fase mdvel A - Acetato de Amoénio/Metanol [90/10 (v/v)]

Retirar 100 mL do tamp&o de acetato de amoénio (solu¢do 3.3.2.1) com uma proveta. Juntar aos restantes
900 mL, 100 mL de metanol. Solucdo estavel durante 48h a temperatura ambiente.
3.3.2.3 Fase mével B - Acetato de Aménio/Metanol [10/90 (v/v)]

Colocar os 100 mL retirados no tamp3o de acetato de aménio em 900 mL de metanol. Solucdo estavel
durante 2 semanas a temperatura ambiente.
3.3.2.4 Padriao individual de pesticidas de stock

Pesticida adquirido em estado sélido, com qualidade analitica reconhecida para técnicas cromatograficas.

3.3.2.5 Solucdes padrdo individuais dos pesticidas - calibracdo (200 mg/L)

Pesar 5,0 mg do padrdo de pesticida 3.3.2.4 e dissolver num baldo de diluicdo de 25 mL com metanol.

Transferir esta solucdo para um frasco de vidro fosco.

As solu¢des individuais devem ser armazenadas numa temperatura compreendida entre 2 e 8 °C, ao abrigo
da luz. Para futuras aplicacdes estas solucdes devem ser preparadas anualmente, no caso de apresentarem
sinais de degradacio, evaporacio de solvente ou expiracdo do prazo de validade dos padrdes dos pesticidas em
estudo. A concentracdo da solucdo padrdo individual de pesticidas foi corrigida pela percentagem de pureza

dos compostos.

3.3.2.6 Solucdes padrdo individuais dos pesticidas - controlo (200 mg/L)

Procedimento de preparagdo igual a 3.3.2.5.

3.3.2.7 Solucdes padrao intermédias de pesticidas - calibracdo (2 mg/L)

Transferir 100 pL, com auxilio de uma micro seringa, de cada uma das solu¢cdes padrdo individuais de
pesticidas preparadas na solucdo 3.3.2.5 para um baldo de diluicdo de 10 mL e aferir com metanol. Corrigir o
volume a transferir mediante a concentrac3o real das solucdes, se necessario.

3.3.2.8 Solucdes padrao intermédias de pesticidas - controlo (2 mg/L)

Procedimento de preparacdo igual a 3.3.2.7, no entanto, o volume de 100 pL devera ser retirado das

solucdes individuais preparadas em 3.3.2.6.
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3.3.2.9 Solucées padrao para calibracdo (14 — 74 ug/L)

A partir da solucdo intermédia de pesticidas 3.3.2.7, prepararam-se padrdes de concentracdes compreendidas
entre 14 e 74 pug/L em fase mével A (solucdo 3.3.2.2), em baldes de diluicdo de 20 mL. Na tabela 3.3 encontra-
se descrita as concentracdes dos padrdes usados juntamente com o volume transferido da solucdo 3.3.2.7 para

cada padrio.

Tabela 3.3: Preparacdo de solucdes padrdo para calibracdo dos pesticidas.

Solucdo padrdo  Volume transferido de solucdo/uL  Concentracdo aproximada/(ug/L)

71 140 14
o 240 24
5 340 34
74 440 44
s 540 54
76 640 64
T7 740 74

3.3.2.10 Solucdo padrao para fortificacdo - pesticidas (50 pg/L)

Transferir 250 pL da solugdo 3.3.2.8 para um baldo de 10 mL e aferir com metanol.

3.3.2.11 Amostras/Matrizes fortificadas

Transferir 140 pL da solucdo 3.3.2.10 para 500 mL de amostra/matriz a analisar.

3.3.2.12 Preparacdo das amostras/matrizes fortificadas

Aferir um baldo de diluicdo de 500 mL com matriz/amostra. Seguidamente, acrescentar 140 plL da
solucdo 3.3.2.10 para a matriz/amostra. Submeter a amostra/matriz fortificada ao processo da extracdo em
fase sélida.

3.3.3 Microcistinas

Para a validacdo do método das microcistinas, foi necessério utilizar as seguintes solucdes:
- Fase moével A, 0,1% de acido férmico em agua;
- Fase mével B, 0,1% de acido férmico em metanol;
- Solucdes padrdo de microcistinas de stock (10 mg/L);
- Solu¢do padrdo intermédia - calibracdo (500 pg/L);
- Solucdo padrdo intermédia - controlo;
- Soluc¢des padrdo para a calibragdo (50 — 150 ug/L);
- Soluc3o padréo para fortificac3o.

3.3.4 Preparacido de Solucdes
3.3.4.1 Fase movel A - 0,1% de acido féormico em agua

Transferir, para um bal3o de diluicio de 1000 mL, 800 mL de dgua. Adicionar 1 mL de &cido férmico e

aferir com agua. Solucdo estavel durante 48h a temperatura ambiente.
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3.3.4.2 Fase moével B - 0,1% de acido férmico em metanol

Transferir, para um bal3o de diluicdo de 1000 mL, 800 mL de metanol. Adicionar 1 mL de acido férmico

e aferir com metanol. Solucdo estavel durante 2 semanas & temperatura ambiente.

3.3.4.3 Solucdes padrdo de microcistinas de stock (10 mg/L)

Solucdo de microcistinas adquiridas individualmente, com qualidade analitica reconhecida para técnicas

cromatogréficas.

3.3.4.4 Solucdo padrdo de microcistinas intermédia - calibracdo (500 ug/L)

Transferir 0,5 mL da solu¢do 3.3.4.3 para um baldo de 10 mL e aferir com metanol

3.3.4.5 Solucdo padrdo de microcistinas intermédia - controlo/fortificacdo

Transferir 0,5 mL da solucio 3.3.4.3 da microcistina-YR e 0,25 mL da solucdo 3.3.4.3 das microcistinas-LR

e microcistina-RR para um baldo de diluicdo de 5 mL.

3.3.4.6 Solucdes padrdo de microcistinas para a calibracdo (40 — 160 pg/L)

A partir da solucdo intermédia de microcistinas, 3.3.4.4, prepararam-se padrdes de concentracées compre-
endidas entre 50 e 150 pg/L e 40 e 160 pg/L em baldes de 5 mL, mediante a(s) microcistina(s) a calibrar,
aferidos na solu¢do que compde a primeira linha de gradiente do método cromatografico, nomeadamente 45%
de fase movel A (solucdo 3.3.4.1) e 55% de fase mével B (solucdo 3.3.4.2). Na tabela 3.4 encontram-se
descritas as concentracdes dos padrdes usados juntamente com o volume transferido da solucdo 3.3.4.4 para

cada padrio.

Tabela 3.4: Preparacdo de solucdes padrdo para a calibracdo das microcistinas.

Volume transferido/ mL  Concentracdo aproximada/(ug/L)

0,40 40
0,50 50
0,60 60
0,75 75
0,80 80
1,00 100
1,20 120
1,40 140
1,50 150
1,60 160

3.3.4.7 Amostras/matrizes fortificadas

Transferir 100 p/L da solu¢do 3.3.4.5 e adicionar a 250 mL de matriz/amostra a analisar.

3.3.4.8 Preparacdo das amostras/matrizes fortificadas

Aferir um baldo de diluicdo de 250 mL com matriz/amostra. Transferir 100 pL da solucdo 3.3.4.5 para

a matriz/amostra respetiva. Filtrar os 250 mL de matriz/amostra. Seguidamente, lavar com 5 mL de uma
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solucdo de metanol (90%) e o funil com 2,5 mL com da mesma solucdo de metanol, adicionando-os ao filtrado.
Colocar o filtro utilizado dentro de um tubo de vidro e adicionar 2 mL de uma solugcdo de metanol (80%) de
forma a que a solucdo cubra todo o filtro. Submeter o filtro a uma temperatura de -20 °C por algum tempo,
entre 1h-16h e o filtrado deve ser armazenado a uma temperatura < 6°C. Apds o tempo de espera, transferir
os 2 mL adicionados ao tubo de vidro que continha o filtro para o filtrado, podendo em seguida descartar o
filtro. Lavar o tubo de vidro com 2 mL de uma solucdo de metanol (80%), repetindo a lavagem do tubo com
1 mL da mesma solucdo de metanol. Por Gltimo, submeter o filtrado ao processo da extracio em fase sélida.

Relativamente as microcistinas, estas tém carateristicas que exigem um cuidado especial no processamento
de amostras. A carateristica baseia-se no facto de, no caso de uma amostra possuir microcistinas na sua com-
posicdo, terd a partida cianobactérias. Estas, como foi anteriormente referido, retém no seu interior 80% das
microcistinas produzidas, ou seja 20% das microcistinas libertadas denominam-se de microcistinas dissolvidas
enquanto que os restantes 80% fazem parte das microcistinas particuladas. Devido a esta carateristica o
processamento de amostra, antes de ser submetido a extracdo em fase sélida, tem de garantir a quebra da
membrana celular das cianobactérias de forma a que ocorra a libertacdo das microcistinas particuladas para
a agua. Desta forma, podera ser possivel detetar o teor total de microcistinas na amostra e, assim, garantir
a sua anélise e posterior quantificacdo. Relativamente ao tempo inerente ao passo de secagem, este podera
prolongar-se sempre que, por inspecdo visual, se detetar a presenca de agua nos cartuchos. Aquando da
preparacdo das amostras para os ensaios de recuperacdo das microcistinas, a adicdo do padrdo a matriz a
avaliar devera ser o primeiro passo de forma a que as taxas de recuperacdo possam englobar todo o processo.
O procedimento de tratamento de amostras/matrizes a testar terd como referéncia o documento americano
proveniente da agéncia de protecdo ambiental existente para a quantificacio de microcistinas, denominado de
“Single Laboratory Validated Method for Determination of Microcystins and Nodularin in Ambient Freshwaters
by Solid Phase Extraction and Liquid Chromatographic/Tandem Mass Spectroscopy” [82].

3.4 Equipamentos

O equipamento analitico usado para a realizacdo do projeto encontra-se abaixo discriminado:
ACQUITY Ultra Performance — Binary Solvent Manager Waters(R);
ACQUITY Ultra Performance — Sample Manager Waters®);
ACQUITY Ultra Performance — TQ Detector Waters(R);
Coluna ACQUITY UPLC HSS T3 2,1*¥150 mm 1,8 ym®.

3.5 Meétodos

Neste capitulo irei detalhar a otimizacdo das condicdes relativas a extracdo em fase sélida e & cromatografia
liquida de ultra eficiéncia com detetor de massas/detetor de massas. Posteriormente, sera referido o tratamento
estatistico efetuado de forma a verificar cada etapa do processo de validacdo da metodologia analitica.

3.5.1 Otimizacdo de Condicdes - UPLC-MS/MS

Para que a anélise dos novos compostos em estudo seja feita, é primeiramente necessirio otimizar
as condicdes experimentais, nomeadamente as condi¢Bes cromatograficas e seguidamente as do detetor de

massas.
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3.5.1.1 Condicdes cromatograficas

Relativamente 3 parte cromatografica, a sua otimizacdo tem como objetivo encontrar os tempos de retencio
carateristicos de cada analito associados a uma gama de condi¢des inerentes ao processo (como temperatura da
coluna cromatogréfica, volume de injecdo, entre outros) definidos para uma determinada coluna cromatogréafica
associada as fases moéveis escolhidas. As condicbes otimizadas tém como objetivo melhorar o processo de

separacio dos diferentes componentes da amostra, caso os analitos de interesse estejam presentes.

3.5.1.2 Condicoes do detetor de massas - triplo quadrupolo

A otimizacio das condicdes do detetor de massas é fundamental para que a presenca de um determinado
analito possa ser verificada. Neste passo, pretende-se obter o i3o precursor de cada analito de interesse e seus
respetivos fragmentos moleculares com o estudo da correta voltagem de cone a aplicar, energia de colis3o,
entre outros parametros especificos do sistema de detecdo. Para que esta otimizac3o seja feita serdo realizados
varios modos de trabalho, nomeadamente modos que resultam do compromisso entre full scan e SIM nos
primeiro e terceiro quadrupolos. Apds a otimizacdo das condicdes, condicdes essas que otimizam a detecdo
de um ido precursor e de dois fragmentos, é possivel implementar o modo de trabalho M RM.

Neste modo de trabalho, é possivel monitorizar iGes com razdes massa/carga especificas tanto no primeiro
como no terceiro quadrupolos. Com a prévia otimizacdo da voltagem do cone e das energias de colisdo
para a obtencdo do ido precursor e dos fragmentos carateristicos do analito, é possivel atingir a sensibilidade
necessarias para que seja possivel monitorizar a presenca de analitos com reduzidas interferéncias. Cada M RM
mede uma transicdo do ido precursor para um fragmento carateristico, sendo cada transicio carateristica do
analito. Com a procura de dois fragmentos especificos, é possivel monitorizar duas transicdes, M RM; e
MRMs;, em que a transicio mais intensa é denominada genericamente como transicdo de quantificacio e a

menos intensa de transicio de confirmacio.

3.5.2 Otimizacdo de Condicdes - Extracdo em fase sdlida

Ap6s o passo de processamento da amostra, segue-se a extracdo em fase sélida, cujo procedimento encontra-
se especificado na tabela 3.5. Para a extracdo em fase sélida, existem vérias condi¢cdes a estudar, o fluxo de
passagem da amostra e do posterior eluente, composicdo do(s) eluente(s), tempo de secagem dos cartuchos,
entre outros aspetos. A extracdo em fase sélida foi realizada com auxilio de cartuchos (SPE) OASIS HLB
500 mg, da Waters(R) para todos os analitos, cuja fase sélida é definida como adsorvente hidrofilico-lipofilico
equilibrado. As matrizes a testar para os pesticidas foram dgua de consumo humano e dgua subterranea. Nas
MC’s, usaram-se agua de consumo humano e dgua superficial. A escolha das matrizes para alvo do estudo foi
feita em conformidade com a decisdo do laboratério. E de referir que, aquando da anélise da matriz agua de
consumo humano, existe a necessidade de adicionar 5 mg tiossulfato de sédio de forma a neutralizar o cloro
existente, segundo as recomenda¢des do livro de métodos padrdo para anélise de dguas e efluentes (Standard
methods for the examination of water and wastewater).
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Tabela 3.5: Condicdes da extracdo em fase sélida dos pesticidas e microcistinas.

Pesticidas Microcistinas
. 3 mL éter dietilico + 3mL 15 mL MeOH + 15 mL
Condicionamento do cartucho | J
MeOH + 3 mL agua agua
Fluxo de condicionamento lento e controlado
Volume de amostra/padrao 500 mL 250 mL
Secagem do cartucho 15 minutos 15 minutos
. 5 mL de MeOH + 5
Eluicdo das amostras 5 4+ 3 mL MeOH
mL MeOH (90%)
15 minutos em azoto com 20 minutos em azoto
Evaporagdo do(s) solvente(s)
banho em 35 °C com banho em 60 °C

3.6 Tratamento Estatistico de Resultados

De forma a avaliar os resultados obtidos experimentalmente no capitulo 4, foram utilizadas diversas
metodologias e calculos estatisticos. Nesta parte encontram-se descritas as expressdes e célculos estatisticos

utilizados.

3.6.1 Estimativa central

Sendo a média a estimativa central mais utilizada, este calculo crucial permite identificar o valor central
de um determinado conjunto de dados, sendo um valor & partida mais confidvel do que quaisquer resultados
individuais. A expressdo matematica para o calculo da média encontra-se representada na equacgdo (3.1), onde

T representa a média e x; um resultado individual proveniente de n valores.

_ n—lxi
= == - 1
P = i (31)

3.6.2 Estimativa de dispersao

Com o objetivo de avaliar a precisdo de um conjunto de dados, um dos célculos muito usados é o desvio-
padrdo. Encontra-se escrita na equacdo (3.2) a expressdo matematica para o seu calculo, onde s representa
o desvio-padrdo. No sentido de efetuar testes estatisticos com dispersdes, & conveniente estimar a respetiva

varidncia, que corresponde a poténcia (em segundo grau) da estimativa obtida em (3.2).

(32)

3.6.3 Anadlise de valores discrepantes

Durante o trabalho de rotina, podem surgir alguns valores experimentais que diferem dos valores es-
perados de forma significativa, denominados de valores discrepantes ou outliers. No sentido de evitar erros
de estimativa, estes tém de ser identificados e processados de acordo com instrucdes inerentes & qualidade
em metrologia. Para este efeito existem varios testes estatisticos para a detecdo de valores discrepantes. O
teste de Grubbs é recomendado pela normas ISO 17025, pelo que sera utilizado. A sua expressdo matematica

encontra-se descrita na equacdo (3.3), onde TV (QG) representa o valor do teste e x» o valor suspeito. Existem

28



alguns pressupostos que se admitem como verdadeiros para o conjunto de dados em causa, nomeadamente a

sua distribuicio ser normal.

. |.’£? — T

TV(G) (3.3)

S

O valor suspeito apenas deve ser excluido quando o resultado do teste for superior ao valor critico com
um nivel de significancia de 0,05, para n valores experimentais. Os valores criticos podem ser visualizados na

tabela A.1 presente no Apéndice A.

3.6.4 Analise de Variabilidade

De forma a comparar as variancias de duas populacdes diferentes, assumindo que estas possuem uma
distribuicdo normal e portanto, associadas a distribuicdo de Fischer, recorre-se ao teste estatistico F, que se
encontra descrito na equacdo (3.4). Nesta expressdo, a varidncia maior deve situar-se no numerador. Neste tipo
de teste, a hipétese nula indica o sentido de igualdade e, portanto, as diferencas achadas resultam em variacdes
de natureza puramente aleatéria. J& a hipé6tese alternativa afirma que as varidncias s3o estatisticamente
diferentes. A hipétese nula é rejeitada se as varidncias comparadas forem estatisticamente diferentes entre si
[78].

3.6.5 Teste de linearidade

No processamento do ajuste dos resultados obtidos na calibracdo através do método de minimos quadrados,
importa verificar se a resposta instrumental obtida é linearmente dependente da concentracdo. Para isso,
ajusta-se os resultados experimentais a uma funcdo de primeiro grau (Po1)(x) = b + b1z) e de segundo grau
ou polinomial (Pg12)(x) = b, + b1z + baz?). Posto isso, estimam-se a soma dos residuos ao quadrado e,
posteriormente, compara-se o aumento da varidncia do ajuste com a diminuicdo do grau do polinémio.

Ao compararmos o incremento de varidncia de modelo de ajuste com uma estimativa de erro de natureza
puramente aleatéria através da exclusdo de um parametro (coeficiente do termo de segundo grau), conseguimos
tirar conclusdes sobre o modelo que melhor descreve os dados experimentais.

Essa comparacdo baseia-se num teste estatistico de Mandel, eq. (3.5),

_ ASS/Av (551 = 8S5)/(n1 — 1) (3.5)

TV
Ope. 0)2%(2)

onde SS; e SS5 correspondem a soma de quadrados dos residuos obtidos no ajuste da funcdo polinomial
de primeiro (P(o1)) e de segundo grau (P(g12)) € v1 e 1 a0s respetivos graus de liberdade relacionados com
esses dois ajustes. Neste caso a referéncia de dispersdo € uma estimativa puramente aleatéria (02, ) que

coincide com a varidncia do ajuste (‘7]2%(2)) obtida com polinémio de segundo grau,

5SS,

Trit(2) = Uy
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Ap6s a obtencdo do TV, eq. (3.5), é necessario comparé-lo com o valor critico da distribuicdo estatistica
de Fischer unilateral (Foum(ruz))- Caso o valor de TV seja inferior a este valor critico, aceita-se o modelo

linear como valido.

3.6.6 Verificacdo de valores discrepantes no modelo de ajuste

De uma forma geral, a presenca de valores discrepantes nos dados a processar pelo método dos minimos
quadrados pode alterar significativamente o valor das estimativas de posicdo e de dispersdo. Desta forma,
é necessario verificar a existéncia de valores anémalos nas curvas de calibracdo. O teste estatistico a usar
é também o teste de Mandel, sendo este responsavel por avaliar a variacdo da qualidade do ajuste, 012% do
ajuste de n e do ajuste n — 1 valores experimentais, apds se ter removido o eventual valor discrepante.

Existem essencialmente duas formas similares para localizar os valores mais discrepantes, ambas através da
analise dos desvios de cada valor em relacdo ao modelo obtido, por via paramétrica (estimativa por minimos
quadrados) e por via ndo paramétrica (regressdo robusta). Dado que a regressdo robusta é muito insensivel
a valores anémalos, esta é a mais recomendada na anéalise de dados fortemente contaminados com valores

discrepantes.

A regressdo robusta (estimativa ndo paramétrica) baseia-se na determinac¢do dos valores dos parametros
que caraterizam o modelo de ajuste. Usando como exemplo o modelo linear, os parametros robustos obtidos
seriam o declive e ordenada na origem, respetivamente by e by. O declive (51) obtém-se calculando a mediana
de todas as derivadas numéricas pontuais obtidas por combinacdo de valores, dois a dois. Conhecendo o

declive robusto, consegue-se para cada valor experimental (z;,;), o valor respetivo by(;) através da equacdo

boi) = Yi — by X a; (3.7)

A estimativa robusta para a ordenada na origem (bg) corresponde & mediana dos n valores obtidos (bo(iy)-

Em ambos casos (estimativas paramétrica e ndo paramétrica) o modelo desenvolvido serve de referéncia
aos valores obtidos - estimam-se essas diferencas e obtém-se uma listagem de eventuais valores discrepantes,
ordenando os respetivos desvios absolutos por ordem decrescente.

Na equacgdo (3.8) é possivel visualizar a expressdo matematica para o célculo do TV, onde corresponde n
ao namero de pontos que constitui a curva de calibracdo, p ao namero de pardmetros associados ao modelo
de calibracdo.

(SS@m) = SSm-1)/(n—p) = (n—p—1)) Adc},
TV = == <FY, 1) (3.8)

2
Op.e. O%it

Sendo esta também uma fase critica da calibraco, no sentido de evitar desvios sistematicos na posicdo e
dispersdo das estimativas, o teste deve ser efetuado ao nivel de significancia de 0,01.

3.7 Validacao

De forma a validar um método analitico, existem etapas demonstrativas necessarios que foram descritos
anteriormente. No entanto, para cada pardmetro estudado da validacdo, existe um tratamento estatistico

inerente associado aos dados experimentais, que serd posteriormente detalhado.
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3.7.1 Identificacdo do Analito

Para se garantir que o sinal obtido de cada amostra provém apenas da presenca do analito em estudo,
recorrem-se a alguns pré-requisitos obtidos aquando da otimizacdo das condicdes do equipamento. Essas
condicdes usadas para confirmar o analito em estudo baseiam-se:

- tempos de retencdo, cujo critério de confirmac3o baseia-se no valor médio de cada analito de interesse
associado a uma incerteza de £ 0,2 minutos;

- presenca de duas transicbes obtidas pelo modo de trabalho M RM, isto é, a partir de um mesmo ido
precursor obter dois fragmentos, cujas transicbes denominam-se por transicdo de quantificacio M RM; e
transicdo de confirmagcdo M RMs;

- raz3o entre as transicdes de quantificacdo e confirmacdo, M RM; /M RM>, visto que este racio é cara-
teristica de cada analito. Como critério de confirmacdo, usa-se o valor médio dessa razio associado a uma
incerteza de + 25%.

E de salientar que os critérios usados aquando da verificacdo da presenca do analito nas amostras encontram-
se retratados em documentos emitidos pela comissdo europeia e pelo jornal oficial das comunidades europeias.
Alguns dos documentos usados como referéncia sdo o jornal oficial das comunidades europeias - decisdo da
comissdo datado a 12 de Agosto de 2002 juntamente com o documento “Guidance document on analytical
quality control and method validation procedures for pesticide residues and analysis in food and feed" da

comissdo europeia.

3.7.2 Especificidade e Seletividade

Para analise deste parametro, é usual calcular-se a taxa de recuperacdo para avaliacdo de erros sistematicos
que possam influenciar o sinal do analito em estudo como o efeito matriz inerente da amostra. Para o seu
calculo recorre-se a expressao matematica descrita na equacdo (3.9), onde Cy corresponde a concentracdo
total de analito na amostra, C; corresponde a concentracdo de analito na amostra antes da sua fortificacdo,
C,, corresponde a concentracdo de analito da solucdo usada na fortificacdo da amostra e %Rec indica a taxa

de recuperacdo percentual.

%Rec = 100 x (Cfcc> (3.9)

Apos a obtencdo das taxas de recuperacdo de cada analito associado a cada matriz, estas sdo validas se
forem reprodutiveis. Caso sejam reprodutiveis, as futuras taxas de recuperacdo, para serem aceites, devem ser
comparadas com a taxa de recuperacdo média obtida em condicdes de precisdo intermédia de cada composto
associada a matriz respetiva com uma margem de aceitacio de + 25%. As taxas de recuperacdo podem diferir
do valor ideal de 100% devido a vérios fatores, tais como carateristicas inerentes da matriz e/ou do analito,
perdas de analito durante o pré-tratamento de amostra, nomeadamente no passo de extracio em fase sélida,
entre outros.

E de referir que, para métodos que recorram a espetrometria de massa ‘“tandem’, estes podem usar
outro parametro que avalia a especificidade. Esse parametro denomina-se por razdo de confirmacdo, (RC),
que se baseia no racio entre a transicio de quantificacdo e a transicdo de confirmacdo, como foi referido
anteriormente. A expressdo para o calculo da razdo de confirmacdo pode ser visualizada na equacio 3.10.
Esta razdo é carateristica de cada analito e, portanto, devera ser verificada aquando do estudo da linearidade
de forma a obter-se o valor médio.
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_ MRM,;

RC; = —— 10
M R My

(3.10)

3.7.3 Gama de trabalho

Relativamente a este parametro, deve-se optar por estudar uma gama de concentracdes que va ao encontro
dos objetivos analiticos do laboratério. Para isso, deve-se ter em conta o limite de quantificacido do método
analitico implementado, com o objetivo final de cumprir com os decretos-lei em vigor.

Apés a escolha da gama de concentracdes a ser estudada, recomenda-se a preparacdo de 10 padrdes (no
minimo 5) de concentracdes diferentes distribuidos de forma igual pela gama de trabalho estipulada. Tem que
ser feita de igual forma a leitura de 10 réplicas independentes do primeiro e ultimo padrdo de forma a avaliar
a homogeneidade de varidncias nos extremos da curva de calibrac3o.

Ap6s as 10 leituras do primeiro e ultimo padrdo, calcula-se a varidncias de ambos mediante a equacdo
(3.2) com base nos valores das leituras obtidas. Com a obtencdo das variancias, recorre-se a expressdo 3.4 e
compara-se com o valor critico de F. Caso o valor de T'V seja inferior ou igual ao valor critico, as variabilidades
entre o primeiro e (ltimo padrdo sdo semelhantes, pelo que temos homogeneidade de varidncias. Caso o TV
apresente um valor maior que o valor critico, associado a um nivel de significancia de 0,01, entdo estamos
perante um caso de heterogeneidade de varidncias, havendo a necessidade de escolher uma outra gama de
trabalho de forma a repetir este parametro até se alcancar a homogeneidade. Uma outra alternativa seria a
aplicacdo de diferentes contribui¢des (pesos) nos diferentes niveis de concentracdo.

3.7.4 Linearidade

A linearidade da resposta do método analitico pode ser avaliada de diferentes formas como por exemplo,
através do teste de Rikilt (representacdo grafica da sensibilidade relativa estimada em cada ponto da curva
de calibracdo), através do coeficiente de determinacdo (R?) (valor relativo que expressa a quantidade de
informac&o reproduzida pela funcdo ajustada), Resposta relativa (avaliacdo grafica da aleatoriedade dos desvios
em relacdo ao modelo ajustado). De acordo com as normas ISO para a calibracdo (ISO 8466-1 e 8466-2),
a linearidade da resposta analitica deve ser testada segundo critérios estatisticos bem definidos - através da
comparacdo do ajuste com polinémios de primeiro grau (modelo linear, Py;)) ou de segundo grau (modelo

quadratico, P(y12)) estimados através do método dos minimos quadrados.

3.7.4.1 Teste de linearidade

A equacdo (3.11) representa a expressdo genérica de uma funcdo polinomial linear (Pg1)), onde by representa

a ordenada na origem e by representa o declive da funcio.

P(Ol): g = bp+b.x; (3.11)

Na expressdo (3.12), é possivel visualizar a funcdo genérica de uma funcdo quadratica, onde by representa
o coeficiente do termo quadratico da funcdo polinomial, responsavel pela perda de linearidade da resposta

instrumental ao analito.

Poiz) i § = bo+biai + by.a? (3.12)

Em cada caso (P(g1) € P(012)) 0 desvio padrdo residual é estimado com recurso a equacdo (3.13),
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(3.13)

Ofit =

onde y; representa o sinal obtido da leitura do padrdo z; e §; representa o sinal estimado pela func3o.

Segundo as normas ISO 8466-1 e 8466-2, ap6s a obtencdo dos pardmetros e estimativas relacionadas
com o modelo linear (Po1)) e quadratico (P(o12)), recorre-se a expressdo (3.5), que se baseia na comparacao
da avaliacdo da diferenca de varidncias do ajuste (UJQ%(Q)) pelo desvio padrio residual obtido pelo modelo
polinomial elevado ao quadrado. E de referir que a escolha do modelo (teste de linearidade) é uma fase critica
da calibracdo. Assim sendo o valor critico associado a este teste corresponde ao nivel de significancia de
a = 0.01. No caso de exceder este valor critico deve-se concluir que a calibracdo nao é linear (a funcdo P(g;2)
ajusta melhor os valores obtidos). Neste caso, para evitar complicar o processo de calibracdo e quantificacdo

procura-se encurtar na gama de trabalho de forma a obter uma regido com dependéncia linear.

Apesar de a norma ISO 8466-1 ser omissa acerca deste assunto, é sempre importante avaliar o significado
estatistico da ordenada na origem (by) no caso do modelo linear (P(yy)) para verificar se a curva de calibragcdo
estd “sobre parametrizada” e se ele deve ou ndo ser excluido do modelo de ajuste. Este teste consiste em
comparar o médulo de cada pardmetro (by e b1) com a respetiva incerteza padrdo (o(bg) e o(b1)), de uma

forma genérica através do teste

em que as estimativas de erro s3o dadas por
Sz
o?(by) = <(n&—&&)> Oy (3.15)
n
o?(by) = <(n.5$2 - Sw.Sx)> i (3.16)

sendo n o nimero de padrdes da curva de calibracdo, S, e S,2 somas relativas a,

i=1
S, = zn:ﬁ (3.18)
=1

3.7.4.2 Coeficiente de determinacao

Relativamente ao calculo do coeficiente de determinac3o, a obtencdo deste acrescida de uma inspec3o visual
da representacdo dos dados experimentais podem servir como passo introdutério no estudo da linearidade, de
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forma a avaliar a correlacdo entre as varidveis sinal instrumental e concentracdo do analito. O célculo do
coeficiente de determinacdo pode ser visualizado na expressdo (3.19), onde z; representa cada valor individual
de concentracdo, T o valor média das varias concentracdes, y; indica o sinal instrumental individual de uma

determinada concentracio respetiva e j o média dos sinais instrumentais.

PR B ) o] ) (3.19)
VEL @ -2 SN (0 - )

3.7.4.3 Teste de Rikilt

Sobre o teste de Rikilt, este tem como objetivo verificar a dispersdo de cada ponto experimental relati-
vamente a curva de calibracido obtida. Assim, é possivel avaliar a consisténcia da sensibilidade da resposta
ao analito. Para o seu calculo pode ser visualizada e expressdo (3.20) onde y; e x; representam, respetiva-
mente, o sinal instrumental e a concentracdo de um determinado padrdo e /T representa a médias das razdes
sinal/concentracdo de todos os padrdes. lIdealmente, os valores obtidos seriam 100% para uma linearidade
perfeita, no entanto, existe um desvio aceitavel estipulado nos 20%, indicando que para toda a gama de

trabalho, os valores obtidos deverdo estar compreendidos entre os 80 e 120%.

%Rkt; = 100 x (yyg) (3.20)

3.7.4.4 Resposta Relativa

A resposta relativa &€ um teste que se realiza de forma a avaliar a distancia entre o sinal obtido experimen-
talmente comparativamente ao sinal previsto pela reta de calibracdo. Na expressdo (3.21) pode ser visualizada
o calculo a ser realizado, onde y; e y; representam, respetivamente, o sinal instrumental e o sinal tedrico
previsto pela curva de calibracdo. Com este teste, obtém-se um valor percentual cuja margem de aceitacdo
n3o pode exceder os 15%. Este teste é particularmente til para avaliar o quociente das diferencas individuais
entre o sinal experimental e o tedrico de cada padrdo. Desta forma, mesmo que se obtenha um coeficiente de
correlacdo perto de 1, é feita uma analise individual da contribuicio dos valores obtidos de cada padrio.

%Res; = 100 x <y> (3.21)
Yi

3.7.5 Sensibilidade

Para o célculo da sensibilidade, recorre-se a expressdo (3.22) onde Ay representa a variacdo do sinal

experimental entre o primeiro e altimo padrdo e Ax as respetivas concentracdes.

A
= 22
Sens Ap (3.22)
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Importa referir que, no caso de a funcdo de calibracdo ser um polinémio de primeiro grau, a sensibilidade
coincide com o pardmetro by (declive).

3.7.6 Gama analitica

A gama analitica do método fica definida com base nos limiares analiticos (limite de detecdo e limite
de quantificacdo), no extremo inferior do intervalo de concentracdo, e o altimo padrdo utilizado da curva de
calibracdo.

3.7.6.1 Limite de detecdo

O sinal correspondente ao limite de detecdo, yrp, pode ser estimado de trés formas distintas, através da
relagdo sinal ruido, y(S/R), da estimativa de erro obtida na repetibilidade (S,) ou através da estimativa de
erro do ajuste da curva de calibragdo (o).

O calculo com base na relac3o sinal/ruido pode ser visualizado na expressdo (3.23), onde S representa o
sinal instrumental e R o ruido, em que o nivel de ruido pode ser obtido através da comparacdo da leitura de

amostras com um baixo teor de analito conhecido com brancos.

yrp = 3,30 x y(S/R) (3.23)

Através do ensaio de repetibilidade, quer de brancos ou de um padrdo no limite inferior da gama de
trabalho, o limite de detecdo pode ser determinado pela equacdo (3.24),

yrp = 3,30 x S, (3.24)

onde S, indica o desvio-padrdo das leituras efetuadas.

Na expressdo (3.25) encontra-se descrita a forma de estimar o sinal correspondente ao limite de detecdo
com base no desvio padrédo residual da reta de calibracdo (o),

yrp = 3,30 X ot (3.25)

Sendo o limite de detecdo geralmente expresso sob a forma de um limiar de concentrac3o, estas expressdes

relativas a sinal (y(LD)) tém de ser convertidas em concentracdes com base na funcdo de quantificacdo?.

3.7.6.2 Limite de quantificacao

De modo similar, o valor da resposta correspondente ao limite de quantificacdo (yrq) pode ser estimado
de trés formas diferentes, através da relacdo sinal ruido (S/R), da estimativa de erro obtida na repetibilidade
(Sr) ou através da estimativa de erro do ajuste da curva de calibracdo (o;¢). Na expressdo (3.26), o limite &
calculado segundo a raz&o sinal/ruido, onde S e R representam, respetivamente, o sinal do padrio de baixa
concentracdo e o ruido (proveniente de leitura de brancos).

LA funcdo de quantificacio corresponde a funcdo inversa da calibracio. Por exemplo, sendo a calibracdo dada por §; =
bo + b1.z;, a funcdo de quantificagdo sera dada por &; = (y; — bo)/b1.
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yro =10 x y (S/R) (3.26)

As outras duas formas baseiam-se igualmente num ensaio por repetibilidade de branco ou do primeiro
padrdo da curva de calibracdo e através do desvio-padrdo residual da reta, definidas pelas expressdes (3.27)
e (3.28), respetivamente. Na equacdo (3.27), S, representa o desvio-padrdo das leituras efetuadas e, na

expressdo (3.28), oy representa o desvio-padrao residual da reta e b; o declive.

yro =10 x S, (3.27)

yLQ = 10 % O fit (328)

No final todas estas expressdes (yrq) terdo de ser de igual modo convertidas nas respetivas concentra¢des

a fim de servirem de estimativa de limite de quantificacdo em termos de concentrac3o.

3.7.7 Precisao

Para o calculo da precisdo, existem varias formas tais como o célculo de desvios padrdo e coeficientes
de variacdo. Estes pardmetros podem estar interligados a diferentes regimes, tais como de repetibilidade e
de reprodutibilidade. Relativamente a anélise da precisdo em regime de precisdo intermédia, trata-se de um
regime intermédio entre os estudos por repetibilidade e reprodutibilidade.
A incerteza média associada & quantificacdo é designada de erro padrdo médio (.Sp)

Sy = Ubf it (3.29)
1

sendo a incerteza padrio relativa (% RSE,) dada por

%RSEy = 100 x % (3.30)

onde T representa a média das concentracdes dos padrdes utilizados na curva de calibracio.

O célculo do desvio-padrdo pode ser visualizado na expressdo (3.2) enquanto que o coeficiente de variacdo
encontra-se representado pela expressdo (3.31). O coeficiente de variacdo é dado pelo quociente percentual
da incerteza obtida em relacdo a respetiva estimativa central.

E de salientar que, no caso do método analitico contemplar modos de trabalho como o M RM, o célculo
do coeficiente de variacdo devera abordar o racio entre as transicdes de quantificacdo e de confirmacio.

%CV = 100 x % (3.31)
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3.7.8 Exatidao

Para se avaliar a exatiddo do método analitico, pode-se recorrer a varias formas tais como os ensaios
de recuperacdo, desvio relativo e z-score proveniente dos ensaios interlaboratoriais. Conhecendo-se o valor de

referéncia (7), o erro relativo percentual (%RE) é estimado com base em

T

%RE::NOX(I_T> (3.32)

sendo x o valor obtido em laboratério.
A funcdo de desempenho “z-score” € avaliada com base em estimativas inerentes ao ensaio interlaboratorial,

Lo EH (3.33)

onde x corresponde ao valor reportado do laboratério, i indica a média e o a incerteza provenientes do

ensaio interlaboratorial.
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Capitulo 4

Resultados e Discussao

Este capitulo encontra-se dedicado & apresentacdo e discussdo dos resultados mais relevantes, obtidos na
sequéncia do trabalho desenvolvido neste projeto. Primeiramente serd mencionada a otimizacio de condicbes
do equipamento, nomeadamente, o procedimento para a obtencdo das condices Stimas cromatograficas e,
relativamente ao detetor, os pardmetros 6timos para o modo de trabalho M RM. Apés a otimizacdo das
condicdes, serdo apresentados os resultados obtidos e seu tratamento para os pardmetros relativos a validacdo
dos métodos.

4.1 Otimizacao de Condicoes

Para a otimizacdo de condicdes, foram utilizadas solucbes individuais de cada composto de concentracio
na ordem das microgramas por litro com o objetivo puramente qualitativo de se obterem os pardmetros 6timos

relativamente & detecdo dos analitos.

4.1.1 Condicdes cromatograficas

A otimizacdo das condicbes cromatograficas foi conseguida de forma separada e independente, tanto para
os pesticidas como para as microcistinas.

Relativamente aos pesticidas, como foi referido anteriormente, o objetivo deste trabalho baseia-se na
extensdo de um método existente a dois novos pesticidas. Deste modo, as condicdes do método cromatografico
a testar primeiramente serdo as mesmas que as do método interno ja estabelecido. A coluna cromatografica
usada foi a ACQUITY UPLC HSS T3 2,1*¥150 mm 1,8 pm (R) com as fases méveis descritas em 3.3.2.2 e
3.3.2.3, cujas condicBes testadas de todo o processo cromatografico encontram-se referidas na tabela 4.1.

E de referir que o tempo de analise tem uma duracdo total de 15 minutos, um fluxo constante de 0,350
mL/min, o volume de injecdo é de 10 i L e as temperaturas da coluna e do injetor automatico sdo de 48,0+5,0
e 8,0+5,0 °C respetivamente. Apds cada analise, o sistema é purgado com dois tipos de solvente de lavagem,
contituidos por [90/10 (v/v)] agua/metanol e [50/50 (v/v)] dgua/metanol, em que cada solvente de lavagem

utiliza um volume correspondente a 1 mL.

Sobre as microcistinas, com a necessidade de estipular um método cromatografico, recorreu-se a literatura
existente sobre os analitos em questdo. A partir da informac3o disponivel, com a utilizacdo da coluna ACQUITY
UPLC HSS T3 2,1*150 mm 1,8 ym (R), definiram-se as condi¢des cromatograficas a testar, estando estas

discriminadas na tabela 4.2. O tempo de analise tem uma duracdo total de 15 minutos, com um fluxo
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Tabela 4.1: Condicdes cromatograficas associadas 3 eluicdo dos pesticidas em estudo numa coluna de fase

reversa (ACQUITY UPLC HSS T3 2,1*150 mm 1,8 pm (R).

Tempo (minutos) Fase mével A (%) Fase mével B (%)

0 90 10
13 0 100
13,10 90 10

constante de 0,200 mL/min. O volume de injecdo é de 10 L e as temperaturas respetivas da coluna e do

injetor sdo 30,0+ 5,0e 8,0+ 5,0 °C.

Tabela 4.2: Condi¢cBes cromatograficas associadas a eluicdo das microcistinas em estudo numa coluna de fase

reversa (ACQUITY UPLC HSS T3 2,1¥150 mm 1,8 pm (R)).

Tempo (minutos) Fase mével A (%) Fase mével B (%)

0 45 55
12 10 90
12,50 45 55
15 45 55

Ap6s ter as condicBes cromatograficas definidas, avaliou-se de seguida as condicdes analiticas para o detetor

(triplo quadrupolo) de forma a otimizar as condicdes de detecdo de cada analito em estudo. Nas figuras 4.1 a

4.5 podem ser observados os cromatogramas de cada composto, evidenciando que, nas condicdes de eluicdo

estabelecidas, os analitos podem efetivamente ser detetados separadamente dado as excelentes caracteristicas

dos sinais cromatograficos e a grande diferenca nos seus tempos de retencdo (¢,.).

1 MRM of
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Figura 4.1: Cromatograma carateristico da desetilsimazina (¢, = 4.05 min.; 0,200 mL/min)
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Figura 4.2: Cromatograma carateristico do mecoprope (¢, = 7.27 min.; 0,200 mL/min).
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Figura 4.3: Cromatograma carateristico da microcistina-LR (¢, = 6,40 min; 0,200 mL/min).
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Figura 4.4: Cromatograma carateristico da microcistina-RR (¢, = 4,40 min; 0,200 mL/min).
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Figura 4.5: Cromatograma carateristico da microcistina-YR (¢, = 5,70 min; 0,200 mL/min).

4.1.2 Otimizacao das condicées do detetor de massas

Inicialmente, para cada analito, elaborou-se uma pesquisa bibliografica com o objetivo de encontrar as razdes
massa/carga do ido precursor e dos seus fragmentos resultantes carateristicos. Seguidamente, pretendeu-se
otimizar as condicdes de forma a obter uma maior intensidade de sinal do ido precursor, condicdes essas
que se resumem na escolha do modo de ionizacdo (positivo ou negativo) e na voltagem do cone. A tensio
capilar estabeleceu-se sempre nos 3,5 kV. Apés a obtencdo da voltagem de cone 6tima, procurou-se achar a
energia de colisio mais apropriada para se obter os dois fragmentos com uma intensidade de sinal maior e,

concomitantemente, verificar a existéncia do ido precursor que originou os fragmentos.

4.1.2.1 Otimizacao da voltagem do cone

Para a obtencdo da energia de cone 6tima, efetuaram-se vérios varrimentos no primeiro quadrupolo (modo
full scan) dentro de uma gama de razBes massa/carga, incluida na gama pré-definida a razdo m/z especifica
do ido precursor carateristico do analito em estudo. Cada varrimento foi efetuado com uma energia de cone
diferente, com o objetivo de encontrar a energia étima que resulte na formacdo do ido precursor. Na figura
4.6 podemos visualizar um grafico onde mostra a intensidade do sinal do ido precursor em funcdo da voltagem

de cone, para a desetilsimazina, cujo procedimento foi efetuado para todos os compostos em estudo. Pela
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analise do grafico, podemos verificar que a voltagem correspondente & maior intensidade de sinal para o ido
precursor do analito DIA é de 20 Volts.

Efeito da voltagem do cone
6,0x10"

5,0x10"

—s— Intensidade do
. ido precursor

4,0x10" 4
3,0x10"

2,0x10" 4

»

1,0x10" \
4 . *

'\-¥./

Intensidade de sinal (u.a.)

0,0

T T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50

Voltagem do cone (V)

Figura 4.6: Efeito da voltagem do cone relativamente 3 intensidade do ido precursor do analito DIA.

4.1.2.2 Otimizacdo da energia de colisdo

Apés a otimizacdo da voltagem do cone, pretendeu-se otimizar a energia de colisdo de forma a ser possivel
a obtencdo de dois fragmentos provenientes do mesmo ido precursor. Para a otimizacdo da energia de colisdo,
o modo de trabalho escolhido para o detetor de massas foi o varrimento de ides produto (Product lon Scan).
Na figura 4.7 podemos visualizar um espetro de massa obtido da DIA que demonstra os vérios fragmentos
provenientes do mesmo 3o precursor, com a energia de colisdo de 20 eV. Esta energia de colisdo foi a que
demonstrou uma maior intensidade de sinal de um dos fragmentos e, no sentido de maximizar a sensibilidade
do método, foi esta a energia de colisdo escolhida para a uma das transicdes. Por anélise da figura, podemos
verificar que os fragmentos que demonstram uma maior intensidade de sinal tém uma razdo m/z de 96,31 e
de 104,26.

Na figura 4.8 podemos visualizar a variacdo das intensidades de sinal do ido precursor e dos dois fragmentos
resultantes em funcdo da energia de colisdo. A partir da analise da figura podemos observar que a energia de
colisdo correspondente a 20 €V é a que leva & maximizac3o da intensidade de sinal do fragmento de raz3o 96
m/z e, para uma energia de colisdo de 25 €V, a intensidade de sinal & maxima para o fragmento de razdo 104
m/z. Desta forma, todas as condicBes inerentes a espetrometria de massa tandem para a detecdo da DIA

foram otimizadas.
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Figura 4.7: Espetro de massa do analito DIA com energia de colisio de 20 eV. E possivel visualizar as estruturas quimicas dos
fragmentos (m/z = 96, 31;104, 26) e ido precursor (m/z = 174, 37) associadas ao espetro de massa.

Evolucéo das intensidades de sinal dos ides versus energia de colisdo

4,010 .
- /
3 5%x10" - —s— |80 precursor (m/z = 174)
] —+— Fragmento (m/z = 96)
— 7 4+ Fragmento (m/z = 104)
© 3,0x10" 4
=) ]
= 2.5x10" 4
£ ]
w -
© 2,0x10°
© p
9 ;
@ 1.5x10° 1
o ]
b2 7 .
3 1,0x10° ~
IS 1 P e
5,0x10° - ) T
ol —— T,
T T T T T T T T T T T T 1
5 10 15 20 25 30 35

Energia de coliséo (eV)

Figura 4.8: Intensidade de sinal dos ides em fun¢do da energia de colisdo para o analito DIA.
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4.1.2.3 Resumo das condicdes otimizadas de MRM

Com a otimizacdo das condicdes do detetor de massas, foi possivel determinar todos os pardmetros a
utilizar de forma a tornar possivel a execucdo do modo de trabalho MRM para cada analito. Na tabela 4.3
encontra-se um resumo das condicdes otimizadas para a detecdo dos analitos em causa juntamente com os
tempos de retencdo carateristicos, onde t,. representa tempo de retencdo, V. representa a voltagem de cone
e E.yisa0 indica a energia de colisdo. E de salientar que no caso do MCPP, existe ndo um mas dois ides
precursores devido 3 existéncia de dois isétopos de cloro estaveis, nomeadamente 3°C1 e 37C{. A diferenca
entre razdes m/z dos ides precursores é igual & diferenca de massa dos isétopos de cloro referidos, sendo por
isso, a justificacdo da diferenca nas razdes m/z dos ides precursores.

Tabela 4.3: Resumo das condicdes otimizadas dos analitos em estudo.

Analitos Mw (g molil) lonizacdo tq (min) ldo Precursor(m/z) Veone (V) ldo Quantificacdo Ecolisao ldo Confirmacdo E olisao
DIA 173,6 ESI+ 3,9 174,37 20 96,31 25 104,26 20
212,69 26 141,04 10
MCPP 214,6 ESI- 7.1
214,78 26 - - 143,13 10
MC-LR 995,2 ESI+ 6,4 995,6 80 135,3 60 2133 60
MC-RR 1038,2 ESI+ 4,4 519,8 41 135,1 36 103,1 42
MC-YR 1045,2 ESI+ 5,7 1045,7 62 135,1 70 127,1 85

Com base nos varios valores de razio m/z dos diferentes compostos, foi possivel encontrar ndo s6 na
literatura como também com o auxilio do software Competitive Fragmentation Modeling for Metabolite Iden-
tification, as estruturas dos ides correpondentes . Na figura 4.9, 4.10, 4.11 e 4.12 é possivel visualizar as
estruturas dos ides precursores e respetivos fragmentos dos analitos MCPP, MC-LR, MC-RR e MC-YR.

|&o precursor Fragmento
0
ﬂ 0
P 20 ™~
/ﬁj’ “\]/ ~0
*CI,/J;\\—// ~ *cl
miz=212,69 miz= 141,04
miz=214,78 miz= 143,13

Figura 4.9: Estruturas dos ides resultantes das condicdes MRM otimizadas para o mecoprope. Existem duas razées m/z para
cada estrutura devido a existéncia de isétopos de cloro 33C1 e 37C1, assinalados com um asterisco (*)
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Figura 4.10: Estruturas dos ides resultantes das condicdes MRM otimizadas para a MC-LR.
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Figura 4.11: Estruturas dos ides resultantes das condicdes MRM otimizadas para a MC-RR.
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Figura 4.12: Estruturas dos ides resultantes das condicdes MRM otimizadas para a MC-YR.
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4.2 Curvas de calibracao

Com base nos valores paramétricos publicados na legislacdo para estes cinco analitos para 4guas de consumo
humano (decreto-lei n2 152/2017 de 7 de Dezembro) e nos calculos efetuados para a concentragdo dos analitos
nas amostras (ver seccdo 3.3.2.9 e 3.3.4.6) estabeleceu-se como gama analitica de interesse para os pesticidas
(DIA e MCPP) e para as microcistinas (MC-LR, MC-RR e MC-YR) os intervalos de concentracbes 14 a 74
pg/L e de 50 a 150 ug/L, respetivamente (ver seccdo 1.2.1 e 1.2.2). Para cada analito foram preparadas
véarias retas de calibracdo independentes. Para evitar ser fastidioso na apresentacdo dos respetivos resultados
iremos descrever em detalhe o processo de validacdo de uma dessas curvas de calibrac3o.

4.2.1 Homogeneidade de Variancias

Antes de iniciar o ajuste das curvas de calibracdo importa estimar a variabilidade do sinal instrumental
ao longo da curva de calibracdo. De acordo com as recomendacdes para a curva de calibracdo (ISO 8466-1 e
8466-2), o teste de homogeneidade da variancia foi efetuado com dez réplicas no primeiro (x1) e Gltimo padrio
(zn), correspondendo aos padrdes de menor e maior concentracdo. Na tabela 4.5 encontram-se retratados
os diferentes valores obtidos para o célculo do teste estatistico referido provenientes dos limites da gama de
linearidade estudada.

Tabela 4.4: Valores obtidos para a avaliacdo da variabilidade da resposta aos diferentes analitos obtida em
condicdes de repetibilidade.

Analitos Padrdes Rep01 Rep02 Rep03 Rep04 Rep05 Rep06 Rep07 Rep08 Rep09 Repl0
MCPP T 445 464 447 436 417 367 495 478 472 439
TN 2248 2290 2250 2400 2471 2253 2376 2334 2250 2287
x1 1399 1423 1342 1583 1310 1479 1366 1278 1222 1238
DA TN 6202 6810 6179 6263 6541 6479 6710 6941 6479 6186
1 28331 28234 27797 27846 27215 26730 27312 27506 28186 27992
MCLR TN 78656 76452 78606 77504 78456 77755 76853 80009 77203 78256
MC.RR T 290702 285545 290057 287479 280389 268142 272009 272654 283612 276521
TN 1304379 1272358 1326982 1350527 1341109 1284602 1322273 1317564 1293078 1318506
MC.YR T 16862 18636 17975 18392 17593 17662 19018 17106 16619 16897
TN 73648 70615 69214 75235 69681 69588 70755 68701 70428 70195

Rep?? - réplicas efetuadas; z1e zn - primeiro e Oltimo padrdo da curva de calibragdo.

Com base nos valores da tabela 4.4, foi efetuado um rastreio inicial para eventuais valores discrepantes
da média segundo o teste de Grubbs (ver seccdo 3.6.3). Como estimativas central e de dispersdo para o
mecoprope, obteve-se respetivamente 16.1 (1.3) e 88.2 (2.9) em ambos casos com n = 10. O maior valor
teste obtido (eq. 3.3) foi TV (G) = 2.11 relativo ao minimo no nivel de concentragdo mais baixo. Como este
valor n3o excede o valor critico de Grubbs (o = 0.05, n = 10) que é de 2.29, ver tabela A.1, permite-nos
concluir que n3o existem valores discrepantes e por isso considera-se ambas leituras validadas. As restantes
leituras dos padrdes da tabela 4.4 foram de igual modo processadas para verificar a presenca de valores
anémalos e n3o foram também encontrados eventuais valores discrepantes o que nos permitiu também validar
esses resultados.

Dado que se trata de uma das fases relevantes na curva de calibracdo a aceitacdo da hipétese nula
(homogeneidade da variancia) é efetuado ao nivel de confianca de 99% (o = 0.01). No sentido de melhor
compactar toda a informacdo, na tabela 4.5 encontra-se um resumo dos resultados obtidos com os cinco
analitos estudados referentes ao teste de homogeneidade da variancia.
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Tabela 4.5: Calculo da homogeneidade de varidncias para os cinco analitos de interesse.

Analitos  z1 (pg/L) =zn (pg/L) TV p[Ho]

MCPP 14 74 4.61 0.033

DIA 14 74 6.02 0.013
MC-LR 50 150 4.07 0.048
MC-RR 40 140 6.40 0.011
MC-YR 50 150 6.28 0.012

z1e TN - primeiro e (ltimo padrdo da curva de calibragdo;

TV - valor de teste (homogeneidade); p[Hy] - valor de prova.

Por anélise dos valores da tabela 4.5, verifica-se que em dois casos (calibracio da resposta ao MCPP
e de ao MC-LR) existem fortes evidéncias para haver homogeneidade da varidncia (p[Hp] > 0.03). Ja nos
restantes casos (calibracdo ao DIA, MC-RR e MC-YR) o valor de prova aproxima-se muito do limite de
aceitagdo (p[Hp] > 0.01) nunca ficando abaixo desse valor. Assim sendo, para todos os analitos em estudo, o
processo de ajuste das respetivas curvas de calibracdo foi efetuado segundo o método de minimos quadrados
ndo ponderados.

4.2.2 Testes de linearidade

Para avaliar a linearidade da resposta aos diferentes analitos, realizaram-se os procedimentos descritos na
seccdo 3.7.4, nomeadamente, o teste estatistico de Mandel, coeficiente de correlacdo, estabilidade da razio
de confirmacdo (RC) relativas as transicdes M RM; e M RMs>, o teste de Rikilt e Resposta relativa. Os
procedimentos referidos serdo executados para um exemplar de uma das curvas de calibracio obtida para
os varios compostos em estudo, cujos valores experimentais obtidos encontram-se descritos nas tabelas 4.6
e 4.7. As curvas de calibracdo foram preparadas de forma a respeitar as condicdes da norma I1SO 8466-1,
nomeadamente a utilizacdo de pelo menos cinco padrdes de concentracdes diferentes para estabelecer uma

curva de calibracdo.

Tabela 4.6: Concentracdo dos padrdes e respetivos sinais instrumentais relativos 8 DIA e MCPP.

Sinal instrumental/(u.a.)

Padrées Concentracdo/(pg/L)

DIA MCPP

1 14 1364 446

To 24 2063 788

x3 34 3234 1115
Ty 44 - 1391
Ts 54 4871 1696
Tg 64 5748 1905
T7 74 6479 2316
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Tabela 4.7: Concentragcdo dos padrdes e respetivos sinais instrumentais relativos as microcistina LR, RR e YR.

Sinal instrumental/(u.a.)

Padrées Concentracdo/(1g/L) MC.LR MC.RR  MC-YR
T 40 - 280711 -
To 50 27715 - 17676
T3 60 - 494419 24277
T3 75 41429 - -
T4 80 - 592395 31738
Ts 100 55002 797118 -
Tg 120 - - 51595
T7 125 67992 - -
g 140 - - 65104
Tg 150 77975 1269614 70806
Z10 160 - 1313138 -

Nas figuras seguintes representa-se a resposta analitica ao DIA e MCPP (fig.

(fig. 4.14) e 3 MC-RR (fig. 4.15).
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4.13), ao MC-LR e MC-YR

Concentracao (pg/L)

Figura 4.13: Curvas de calibracdo dos analitos DIA e MCPP. E possivel visualizar os ajustes lineares para cada analito,

representados pelas retas. Os dados carateristicos das retas encontram-se retratados na tabela 4.8.
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Figura 4.14: Curvas de calibracdo dos analitos MC-LR e MC-YR. E possivel visualizar os ajustes lineares para cada analito,
representados pelas retas. Os dados carateristicos das retas encontram-se retratados na tabela 4.8.
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Figura 4.15: Curva de calibracsio da MC-RR. E possivel visualizar o ajuste linear respetivo, representado pela reta. Os dados
carateristicos da reta encontra-se retratados na tabela 4.8.

4.2.2.1 Escolha do modelo

Apéds a obtencdo dos resultados instrumentais aos padrdes da curva de calibracdo, tabelas 4.6 e 4.7,
verificou-se a linearidade da resposta a cada um dos analitos com base no teste de Mandel, anteriormente
descrito na seccdo 3.7.4. Na tabela 4.8 podemos visualizar os valores obtidos para os pardmetros calculados

que escrevem as curvas de calibracdo de cada um dos analitos.
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Tabela 4.8: Diagnéstico da linearidade da resposta instrumental aos diferentes analitos, diagnéstico de valores
discrepantes e avaliacdo do significado estatistico das estimativa paramétricas do modelo de calibra¢do ajustado
aos valores previamente indicados em 4.6 e 4.7.

Analitos | n | Gama R? TV  plHo] | b bi(a(bi)) %RSE(b;) | TV [b;=0] plb=0]
bo | 1,3 (1,1) x 102 84,6 1,19 0,299
DIA 6 14-74 0,9973 | 0,91 0,410
b1 | 8,7 (0,23) x 10" 2,6 38,19 0,000
bo 5,6 (4,0) x 10! 71,4 1,39 0,224
7 14-74  0,9962 | 0,02 0,894
MCPP b1 | 3,0 (0,08) x 10! 2,7 36,19 0,000
bo | 3,7 (1,8) x 10! 48,7 2,06 0,109
6* | 14-74 0,9993 | 1,07 0,896 -
b1 | 3,1(0,04) x 10 1,3 76,61 0,000
bo | 3,2 (1,8) x 103 56,3 1,76 0,177
MC-LR | 5 | 50-150 0,9976 | 10,54 0,083 3
b1 | 5,1(0,17) x 10 3,3 29,68 0,000
by | —6,4 (3,1) x 10* 48,4 2,05 0,110
MC-RR | 6 | 40-160 10,9955 | 0,18 0,700
b1 | 8,9 (0,41) x 103 4,6 21,64 0,000
bo | —8,5(2,0) x 103 23,5 3,51 0,025
MC-YR | 6 | 50-150 0,9951 | 4,89 0,114 5
b1 | 5,2(0,18) x 10 3,4 28,49 0,000

n - nimero de padrdes na curva de calibracdo; (*) estimativas obtidas apés a remocdo de um valor discrepante;

Gama - valores limite da concentracdo dos padrdes (ug/L); R? - coeficiente de determinacio;

TV - valores de teste relativos ao teste de Mandel (teste de linearidade); p[Ho] - valor de prova (teste de linearidade);
TV [b; = 0] - valores de teste relativos a avaliacdo do significado estatistico dos parametros do modelo (b e b1);

p[b; = 0] - valores de prova relativos a avaliagdo do significado estatistico dos pardmetros do modelo (bo e b1).

Como se pode verificar da tabela 4.8 a resposta linear descrita com P(g) € satisfatéria em todos os casos
(R? > 0.995). No teste de linearidade (teste de Mandel) a hipétese que prevalece é nitidamente a hipétese
nula (p[Ho] > 0.01) o que demonstra a preferéncia para o ajuste com polinémio de primeiro grau (P(y;)) em
vez de polinémio de segundo grau (P12)) ou seja, todas as curvas de calibragdo apresentam comportamento
linear.

Em termos de significado estatistico dos parametros estimados, em todos casos apenas o declive (b1)
possui significado estatistico (p[b; = 0] < 0.01) (o valor de prova é inferior a um nivel de significancia de
0,01) enquanto que a ordenada na origem (by) ndo tem significado estatistico (p [bp = 0] > 0.05) (o valor de

prova é superior ao nivel de significancia de 0,05).

4.2.2.2 Detecdo de valores discrepantes na curva de calibracdo

Ap6s a escolha do modelo que corresponde ao melhor ajuste para as curvas de calibracdo experimentais,
é relevante verificar a existéncia de eventuais valores discrepantes. A titulo exemplificativo vamos apresentar
o processo de verificacdo de valores discrepantes numa das curvas de calibracdo obtida para o composto DIA,
ndo coincidente com os resultados da tabela 4.6, cujos pontos experimentais encontram-se apresentados na
tabela 4.9, e a representacdo grafica na figura 4.16.
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Tabela 4.9: Resultados obtidos numa das varias curvas de calibracdo da resposta analitica ao pesticida DIA
onde foi detetado um valor discrepante.

Padrées Concentracdo/(;.g/L) Sinal instrumental/(u.a.)
T 14 1621
Ty 24 2507
3 34 3168
T4 44 3771
6 64 5283
T7 74 5977
6000 - e
— 5000 - .
= _
a 4
© y
£ 4000 -
(<) )
£ ]
E ) ~
£ 3000 - -
g 7
()
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.
1000 ————————n——_11
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Concentracéo (pg/L)

Figura 4.16: Representacio dos valores da tabela 4.9 e respetiva curva de calibragdo para o pesticida DIA.

Como se pode verificar por inspecdo visual da figura 4.16, o padrdo x5 é aquele que se encontra mais
afastado da reta de ajuste comparativamente aos respetivos padrdes. A obtencdo de um valor de 0,985 para
o coeficiente de determinacio, demonstrando falta de linearidade, suporta a suspeita do padrido x5. Trata-se

do ponto experimental mais discrepante e, portanto, deve-se verificar a exclusdo ou n3o deste ponto.

Para determinarmos, através da estatistica, qual o ponto a testar, podemos fazé-lo através do calculo
de diferencas entre o sinal experimental e teérico. Com base nos valores dos sinais teérico e experimental
de cada solucdo padrdo, realizamos uma subtracdo de forma a saber qual a solucdo padrdo apresenta uma
maior diferenca entre os valores. Apés a obtencio das sete diferencas (visto que se tratam de sete pontos
experimentais), é importante dividir cada diferenca calculada pelo desvio padrdo de todas as diferencas de
forma a que estas possam ser comparaveis entre si. Na figura 4.17 & possivel visualizar os desvios entre os
sinal previsto (g;) e o respetivo valor experimental (y;) de cada padrdo. Ambas as diferencas foram verificadas
de igual forma por regressio robusta, podendo ser visualizada na figura 4.18 os desvios existentes. Em ambos
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os processos de verificacdo de pontos discrepantes na calibracdo, obtéve-se 0 mesmo padrio a testar.

[(Yi-YAi)/Sy]

10 20 30 40 50 60 70 80
Concentracao (pg/L)

Figura 4.17: Representacdo grafica dos desvios entre os sinais teéricos e experimentais das solucées padrio do analito DIA. A

linha a vermelho representa o desvio nulo.
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Figura 4.18: Representacso grafica dos desvios entre os sinais tedricos e experimentais das solucdes padrio do analito DIA por

regressdo robusta.

Como pode ser visualizado, tanto por inspecdo visual na figura 4.16, o padrdo x5 é aquele que apresenta
uma maior discrepancia relativamente aos restantes padrdes. Com a utilizacdo da expressio (3.8), obteve-se um
TV = 37,43 relativamente ao padrdo P; da curva de calibracdo. Dado o valor critico de F, F(;f01(1;4) = 21,20,
este padrdo devera ser removido da calibracdo. O teste foi de novo efetuado para o padrdo P;, padrdo esse
que obteve um maior residuo comparativamente aos restantes padrdes, obtendo-se um TV = 4,42. Sendo o
valor critico de Féfo1(1;3) = 34,12, este padrdo deverd ser mantido na curva de calibracdo. Assim, a remocio
de outliers considera-se concluida, resultando numa curva de calibracdo com 6 pontos experimentais.

O passo de detecdo de outliers foi verificado para as seis retas de calibracdo anteriormente descritas,
ficando discriminadas na tabela 4.8, com alteracdes apenas para o analito MCPP. Os valores modificados
encontram-se realcados com um asterisco (*).

Como se pode verificar na tabela, com a eliminacdo dos outliers nas retas de calibracdo relativas ao
composto MCPP, o valor de R? aumentou ligeiramente, nomeadamente de 0,996 para 0,999. Desta forma,
podemos verificar que a presenca de outliers nas retas de calibracdo podem provocar uma diminuicdo no valor
do coeficiente de determinacdo devido ao aumento de variabilidade residual. E de salientar que os restantes
testes a efetuar nas retas de calibracdo serdo feitos apenas nas mesmas sem a presenca de valor discrepantes.

Na figura 4.19 encontra-se representada a reta de calibracdo da DIA sem outliers.
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Figura 4.19: Reta de calibragdo da DIA com base na tabela 4.6 sem outliers.

4.2.2.3 Significado estatistico dos parametros

Apo6s o ajuste com o modelo linear em todas as curvas de calibracdo anteriormente descritas, observou-
se que a incerteza relativa da ordenada na origem, %RSE(by), era elevada (os valores variavam entre 23,5
a 84,6%) enquanto que no caso do declive (by), esta era significativamente menor (valores situados entre
1,3 e 4,6%). Assim sendo, efetuou-se um teste estatistico para verificar se estas estimativas paramétricas
possuiam significado estatistico. Como se pode verificar da tabela 4.8, todos os declives estimados (b;)
possuem significado estatistico mas as respetivas ordenadas na origem (by) n3o possui significado estatistico
em nenhuma das calibracdes apresentadas. Assim sendo, o modelo que ira permitir efetuar melhor quantificacdo
deve ser aquele que apenas depende do declive. Na tabela 4.10 encontra-se um resumo de alguns pardmetros

de desempenho mais relevantes das novas calibragdes efetuadas com P p).

Tabela 4.10: Caracterizagdo das curvas de calibracdo obtidas através do ajuste polinomial com P ;) (apenas
um pardmetro de ajuste, o declive by).

Analitos | n = Gama R? o it b1 (o(b1))
DIA 6 14-74 | 0,9993 13 89,4 (1,0)
MCPP | 6 14-74 | 0,9997 25 31,6 (0,2)
MC-LR | 5 50-150 | 0,9993 1,7 x 102 53,7 (0,7) x 107
MC-RR | 6 40-160 | 0,9972 4,5 x 103 81,6 (1,5) x 102
MC-YR | 6 50-150 | 0,9946 3,4 x 102 44,7 (1,4) x 10

n - namero de padrdes; Gama - valores limite da concentragdo dos padrdes (ng/L);
R? - coeficiente de determinac3o; ot - desvio padrdo do ajuste;
b1 (o(b1)) - estimativa do declive e respetiva incerteza padrdo;

53



Relativamente a razdo de confirmacio, descrito em 3.10, esta define-se pela raz3o entre as intensidades de
transicio M RM, e M RM,. Esta razdo é carateristica do analito e, portanto, devera ser constante ao longo
da gama de linearidade estudada. Na figura 4.20 é possivel visualizar a representacdo grafica dos valores da
razio de confirmacio descritos na tabela 4.11 referentes a todos os compostos.

Estudo da estabilidade das razdes de confirmacao
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- ® DA
55 @ MCPP
] A NCIR
A MCRR
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Figura 4.20: Representacdo grafica da razio de confirmacdo dos varios analitos (DIA, MCPP, MC-LR, MC-YR e MC-RR)
segundo os valores da tabela 4.11.

Tabela 4.11: Razdes de confirmacdo (M RM;/M RM>) ao longo da gama de linearidade dos analitos em
estudo.

Padrdes | DIA. MCPP | MC-LR MC-RR MC-YR
71 13 28 33 43 32
o 12 34 42 40 27
3 14 29 4.0 39 2,9
x4 13 34 47 42 3,0
s 13 - 48 42 31
6 13 29 47 41 32

RC | 12 31 43 41 30
s(RC) | 01 03 0.6 01 0.2
%CV | 47 96 12,8 36 7.1
TV(G) | 1,58 1,08 1,70 1,47 1,63

RC - valor médio (relagio de confirmag3o); s(RC) - desvio padrio
- coeficiente de variacdo (percentual); TV (G)- valor teste (teste de Grubbs).

Como se pode verificar na tabela 4.11, através do célculo do TV (G) e comparando com os respetivos valores
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criticos (1,89 e 1,71 para n = 6 e n = 5, respetivamente) verifica-se que nenhum dos valores experimentais
é considerado como discrepante. Desta forma, as estimativas calculadas como a média e o desvio-padrio
encontram-se validadas. O célculo dos coeficientes de variacdo dos cinco compostos resultou em valores
inferiores a 15%. Admitindo que, como critério interno do laboratério, o coeficiente de variacdo relativo as
transicdes ndo devera exceder os 15%, assume-se que existe estabilidade relativamente 3 razdo de confirmacdo

de todos os compostos.

Com o objetivo de avaliar a dispersdo de cada ponto experimental relativamente a curva de calibracdo
onde este se encontra inserido, este teste estatistico foi efetuado sobre tdos os analitos utilizando a expressdo
(3.20). Na figura 4.21 é possivel visualizar a representacdo grafica do teste de Rikilt efetuado com recurso aos
valores indicados nas tabelas 4.6 e 4.7. Os graficos foram feitos com base no sinal instrumental descrito nas

retas de calibracdo anteriormente mencionadas, ap6s a eliminacio de valores discrepantes.
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Figura 4.21: Teste de Rikilt relativo a todos os analitos (DIA, MCPP, MC-LR, MC-RR e MC-YR).

Relativamente a resposta relativa, estes foram calculados mediante a expressdo (3.21), estando representado
na figura 4.22 o grafico dos residuos calculados em funcdo das solucdes padrdo dos vérios analitos. Na tabela

4.12 encontram-se os valores obtidos para a representacdo dos residuos dos varios analitos.
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Figura 4.22: Resposta relativa referente aos vérios analitos (DIA, MCPP, MC-LR, MC-RR e MC-YR).

Tabela 4.12: Dados relativos a resposta relativa (% Res;) dos vérios analitos.

Residuos(%)

Padres | DIA. MCPP MC-LR MC-RR MC-YR
1 101,0 95,1 96,9 99,1 101,0
To 92,9 101,3 100,3 108,1 106,9
T3 104,7 102,6 101,8 93,8 95,8
Ty 100,9 99,7 101,9 98,9 95,6
g 100,9 99,5 98,2 102,3 101,2
T7 98,6 99,8 - 98,9 101,8

Sobre os testes de Rikilt e resposta relativa, na tabela 4.13 encontra-se evidenciado o intervalo de valores

obtidos. Relativamente a cada teste, encontram-se os intervalos de valores obtidos para cada analito.
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Tabela 4.13: Resumo dos valores do teste de Rikilt e resposta relativa dos analitos em estudo.

Analitos Gama (pg/L) Teste de Rikilt (%) Resposta relativa (%)

DIA 14-74 [94.4 - 107,1] [92,9 - 104,7]
MCPP 14-74 [97.9 - 102,7] [95.1 - 102,6]
MC-LR 50-150 [95,5 - 101,9] [96,9 - 101,9]
MC-RR 40-160 [89,0 - 107,4] [93,8 - 108,1]
MC-YR 50-150 [84.1 - 112,3] [95,6 - 106,9]

Como podemos verificar, todos os compostos apresentam valores obtidos para os diversos testes estatisticos
dentro do intervalo da gama de aceitacdo dos mesmos, cuja gama de aceitacdo em ambos testes é definida
entre 80 e 120%. Desta forma, podemos concluir que todos os pontos apresentam uma dispersdo aceitavel
relativamente ao ajuste linear e que as diferencas residuais entre o modelo linear e os pontos experimentais

encontram-se distribuidas de forma homogénea ao longo dos vérios padrdes.

4.2.2.4 Limiares analiticos da calibracdo

Com o objetivo de se obterem os limiares analiticos, usaram-se as expressdes (3.25) e (3.28) de forma a
se obterem o limite de detecdo e de quantificacdo experimentais respetivamente. Para isso recorreram-se aos
parametros obtidos das retas de calibracdo relativas a cada composto, estando indicados na tabela 4.14 os
valores associados ao desvio-padrio residual das retas de calibracdo juntamente com o seu declive associado

para cada composto, representados por o i, € by.

Tabela 4.14: Limiares analiticos calculados para os analitos em estudo.

O fit b1 TLD TLQ 1 TN
Analitos (ng/L)  (ng/L) (pg/L) (pg/L)
DIA 13 89.4 0,5 15 14 74
MCPP 25 316 2,6 7,9 14 74
MC-LR | 1,7 x 102 5,37 x 102 1,0 3,2 50 150
MC-RR | 4,5 x 103 8,16 x 103 1,8 55 40 160
MC-YR | 3,4 x 102 4,47 x 10? 2,5 7.6 50 150

Como se pode verificar, em todos os casos o limite de quantificacdo (x1¢g) sdo inferiores relativamente a
concentracdo do primeiro padrdo usado na reta de calibracdo (z1) de cada composto respetivo, sendo esta a
prova de que os limiares analiticos encontram-se bem estimados. A escolha do modo de célculo dos limiares

analiticos deve-se aos procedimentos internos pré-definidos pelo laboratério.

4.2.2.5 Sensibilidade

De forma a avaliar a sensibilidade do equipamento ao longo do tempo, analisaram-se os varios declives
obtidos resultantes das varias curvas de calibracio obtidas para os analitos. Como todas as curvas de calibracio
obtidas foram ajustadas segundo o modelo linear P ), a sensibilidade coincide com o declive das retas. Na
tabela 4.15 encontram-se os valores obtidos dos declives das varias curvas de calibracdo obtidas, associado
a sua incerteza, by (o(b1)). Nas figuras 4.23, 4.24 e 4.25 é possivel visualizar as representacdes graficas dos

diversos declives obtidos para cada analito respetivo.

57



Tabela 4.15: Valores de declives obtidos das vérias retas de calibracdo obtidas para cada analito.

Analitos Calibragdes
by (o(b1))1 b1 (o(b1))2 b1 (o(b1))3 b1 (o(b1))a
DIA 86,7 (3,8) 84,6 (3,0) 73,0 (3,4) 89 4 (1,0)
MCPP 43,4 (0,5) 40,7 (0,4) 29,2 (0,5) 7(0,2)
MC-LR 39 4(2,2) x 10" | 53,7 (0,7) x 107 | 57,0 (0,9) x 10" | 70, 4 ( 7) x 107
MC-RR 8 (1,71) x 10 | 81,3 (2,12) x 102 | 81,6 (1,54) x 102 ——
MC-YR 44 6 (1,4) x 10' | 37,3 (5,0) x 10> | 36,9 (4,4) x 101 | 44,5 (1,4) x 10*

100 -
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80 1 I mcpp
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w
-
®
40 4
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0 - —

Figura 4.23: Variagdo da sensibilidade dos analitos DIA e MCPP ao longo das vérias curvas de calibragio. As barras a tracejado

correspondem a média dos declives do analito respetivo.

58



800 ~

700 ~ Il MC-LR
7] MC-LR - média
1 [ MC-YR
600 - ~IMC-YR - média
500 ~
&£ 400 +
O]
0 y
300 ~
200 -+
100
0 -

Figura 4.24: Variacio da sensibilidade dos analitos MC-LR e MC-YR ao longo das varias curvas de calibracdo. As barras a
tracejado correspondem a média dos declives do analito respetivo.
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Figura 4.25: Variagio da sensibilidade dos analitos MC-RR ao longo das varias curvas de calibracdo. As barras a tracejado
correspondem a média dos declives do analito respetivo.

Por analise dos graficos, verifica-se que existe alguma variabilidade para todos os compostos estudados.
Contudo, efetuando o teste de Grubbs para avaliacido de valores anémalos n3o foram detetados valores discre-

pantes. Como tal apenas se pode inferir que esta dispersdo tem proveniéncia puramente aleatéria.
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4.2.3 Precisao

De forma a avaliar a precisdo do método em amostras reais, foram realizados ensaios de repetibilidade em
matrizes/amostras de interesse. Por ltimo, foi calculada a incerteza na quantificagdo com base na anilise
de padrdes de concentracdo ao nivel dos extremos da gama de linearidade estudada, também em regime de
repetibilidade.

4.2.3.1 Ensaios de repetibilidade em matrizes/amostras fortificadas

Para a analise da precisdo em matrizes, prepararam-se solucdes de concentracdo igual ao limite de
quantificacdo previsto para o método (ver seccdo 3.3.2.12 e 3.3.4.8) e efetuaram-se leituras em regime de
repetibilidade. Ao contrario das restantes microcistinas, a microcistina-YR foi testada a uma concentracdo de
0,4 pg/L. Nas tabelas 4.16, 4.17 e 4.18 é possivel visualizar os resultados obtidos nos ensaios relativamente
as varias matrizes em estudo.

Tabela 4.16: Leituras em regime de repetibilidade para amostras dopadas em agua de consumo humano.

Compostos
DIA MCPP MC-LR MC-RR MC-YR
Concentracdo/(ug/L) 0,040 0,040 0,2 0,2 0.4
Ensaios

1 53,1 42,1 61,7 30,5 94,2

2 51,9 49,9 59,7 29,8 110,9

3 53,1 42,5 61,1 27,8 97,3

4 51,2 42,3 55,4 26,5 91,0

5 48,6 41,2 67,9 29,7 104,8

6 51,5 48,3 66,4 28,6 102,8

7 50,3 451 60,1 27,5 99,4

8 - 40,4 - 42,7 99,6

T 51,4 44,0 61,7 30,4 100,5
Sy 1,6 3,5 4,2 5,2 5,7
%CV 31 7,9 6,8 17,0 5,6
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Tabela 4.17: Leituras em regime de repetibilidade para amostras dopadas em dgua subterranea (SUB) e agua
superficia (SUP).

SUB \ SUP
DIA° MCPP MC-LR MC-RR MC-YR
Concentracdo/(ug/L) 0,040 0,040 072 0,2 0,4
Ensaios

1 42,8 44,8 84,0 29,1 92,5

2 47,0 54,4 85,6 29,7 102,2

3 55,3 50,7 86,0 32,6 94,5

4 442 53,6 83,7 26,4 95,9

5 43,6 43,2 83,2 29,0 102,2

6 32,3 47,0 80,8 28,8 96,9

7 33,2 47,5 81,7 28,6 102,4

8 - 52,2 - - 113,3

T 42,6 49,2 83,6 29,2 100,0
Sy 7.9 4,2 1,9 1,8 6.6
%CV 18,6 8,4 2,3 6.3 6.6

Tabela 4.18: Leituras em regime de repetibilidade para amostras dopadas em dgua desmineralizada.

Compostos

DIA. MCPP MC-LR MC-RR MC-YR

Concentracdo/(ug/L) 0,040 0,040 0,2 0,2 04
Ensaios

1 37,8 38,1 49,9 48,4 89,0
2 37,8 30,3 449 46,4 80,3
3 37,3 37,4 73,8 46,3 77,8
4 27,8 41,5 56,5 49,1 53,5
5 33,6 28,1 52,0 48,0 86,3
6 29,1 43,0 61,5 52,5 61,8
7 - 40,5 - 49,6 88,3
8 - - - 47,9 82,3
T 33,9 37,0 56,4 48,5 77,4
Sy 45 57 10,2 2,0 13,0
%CV 13,3 15,4 18,1 4,0 16,8

Como se pode analisar pelos valores do coeficiente de variacio mediante as diferentes matrizes, todas
alcancam valores inferiores a 20%, pelo que a precisdo do método de ensaio em condicdes idénticas é garantida.
4.2.3.2 Incerteza na quantificacdo

A precisdo relativa do sinal instrumental foi avaliada através da anélise de dez réplicas dos padrbes extremos
(y1 e yn), em condicBes de repetibilidade. J& a precisdo média do método analitico foi estimada com base no

erro padrao médio (SEp), equacdo 3.30. Os valores estimados encontram-se sistematizados na tabela 4.19.

Da tabela 4.19 verifica-se que, no que diz respeito a resposta instrumental, todas as estimativas apresentam

valores inferiores a 20%, limite desejavel para a incerteza nesta componente. De modo similar, a excecdo da
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Tabela 4.19: Anilise de precisdo sob a forma de coeficiente de variacdo percentual (%CV) ao nivel dos
extremos para os cinco analitos em estudo.

Analitos %CV(yl) %CV(yN) SEy %RSEq
DIA 8,1 33 0.15 0.3
MCPP 8,2 4,2 0.79 1.8
MC-LR 19 1,3 0.32 0.3
MC-RR 2,9 1,9 0.55 0.6
MC-YR 4.6 2,9 0.76 0.8

%CV(y1) e %BCV (yn) - coeficiente de variacdo percentual da resposta instrumental;
SEy - erro padrdo do método; %RSEy - erro padrdo relativo (percentual) do método.

determinacdo de MCPP, a estimativa média de erro padrdo da concentracio situa-se abaixo de 1% o que é

muito bom para um método analitico ao nivel dos “ppb” (ug L*).

4.2.4 Exatidiao

Para avaliar a exatiddo do método, foram ralizados ensaios de recuperacdo de forma a verificar as
respetivas taxas de recuperacdo para cada matriz de interesse. Este passo é considerado fundamental, pois

permite estipular o limite de quantificacdo do método em amostras reais.

4.2.4.1 Ensaios de recuperacio

De forma a avaliar os ensaios de recuperacio, foram preparadas as amostras mediante os procedimentos
descritos em 3.3.2.12 relativamente aos pesticidas. Sobre as microcistinas, as amostras foram preparadas pelos
procedimentos descritos em 3.3.4.8. Apés a preparacdo das amostras, estas foram sujeitas a extracdo em fase
sélida em que, mediante o analito presente na amostra, executa-se o procedimento descrito na tabela 3.5.
Apds o passo da extracdo em fase sélida, as amostras foram sujeitas aos ensaios analiticos de cromatografia,
mediante as condicdes descritas em 4.1 e 4.2, respetivamente para os pesticidas e microcistinas em estudo.
Apds os ensaios, é possivel avaliar as taxas de recuperacdo das amostras.

Na tabela 4.20 encontram-se apresentadas as percentagens de recuperacdo obtidas em regime de precisdo
intermédia da DIA em agua de consumo humano e agua subterrdnea. Nas tabelas 4.21, 4.22, 4.23 e 4.24 foi
possivel visualizar a recuperacio dos restantes analitos para as diferentes matrizes.

Com o objetivo de definir o limite de quantificacdo do método para os pesticidas, efetuaram-se os ensaios
de recuperacdo em amostras reais (brancos de amostra) tendo o cuidado de adicionar analito com vista a
obter o valor final préximo de 40 pg/L. Desta forma, sabendo que o volume de amostra inicial é de 500 mL e
que, ap0s o tratamento de amostra, o volume final do extrato serd de 500 pL, ent3o, o pesticida em estudo
é concentrado 1000 vezes. Assim, as amostras de pesticidas a testar foram dopadas a uma concentracio de
0,040 pg/L.

Relativamente as microcistinas, a concentracdo estabelecida pelo laboratério a testar como limite de quan-
tificacdo foi de 50 pg/L. Assim, com a conversdo do volume de amostra de 250 mL para um volume final de
extrato de 1 mL, o analito é concentrado 250 vezes. Com isto, as amostras de microcistinas foram dopadas a
uma concentraco de 0,2 pg/L.

No grafico de barras 4.26 e na tabela 4.25 foi possivel visualizar as diferentes recuperacées para as diferentes
matrizes de todos os analitos em estudo, onde “ACH" representa agua de consumo humano, “SUB" representa

agua subterranea e “"SUP” representa 4gua superficial.
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Tabela 4.20: Ensaios de recuperacio da DIA para agua de consumo humano e 4gua superficial. As deno-
minac¢Ges de C;, C, e Cy encontram-se descritos na expressdo (3.9), onde as denomina¢Ges “ACH” e “SUB”

representam valores respetivos a dgua de consumo humano e 4gua subterranea.

Concentracdo (pg/L) Recuperacdes (%)
Amostras Ci Co Ci_acu Cy_sup | Recacn Recsup

1 0,00 40 42,60 42,80 106,5 107,0

2 0,00 40 40,90 47,00 102,3 117,5

3 0,00 40 38,77 55,30 96,9 138,3

4 0,00 40 41,50 44,20 103,8 110,5

5 0,00 40 48,80 43,60 122,0 109,0

6 0,00 40 39,92 32,30 99,8 80,8

7 0,00 40 46,19 33,20 1155 83,0

8 0,00 40 35,71 33,20 89,3 83,0

9 0,00 40 32,01 44,40 80,0 111,0

10 0,00 40 34,09 44,80 85,2 112,0

11 0,00 40 38,64 35,10 96,6 87,8
12 0,00 40 44,12 - 110,3 -
13 0,00 40 37,55 - 93,9 -
14 0,00 40 38,78 - 96,9 -
15 0,00 40 42,75 - 106,9 -
16 0,00 40 32,79 - 92,0 -

%Rec - - - - 99,2 103,6

s(%oRec) - - - - 11,7 17,8

%NCV - - - - 11,8 17,3

Tabela 4.21: Ensaios de recuperacdo do MCPP para agua de consumo humano e 4gua subterrdnea. As
denominacdes de C;, C, e Cy encontram-se descritos na expressdo (3.9), onde as denomina¢des “ACH" e
"SUB" representam valores respetivos a dgua de consumo humano e dgua subterranea.

Amostras Concentracdo Recuperacdes (%)
Ci (pg/L)  Ca (pg/L) Cyacu (pg/L) Cysus (pg/L) | Y%oRecacu YRecsus
1 0,00 40 34,70 47,30 86,8 118,3
2 0,00 40 43,10 44,80 107,8 112,0
3 0,00 40 40,70 44,80 101,8 112,0
4 0,00 40 39,80 43,40 99,5 108,5
5 0,00 40 48,50 45,10 121,3 112,8
6 0,00 40 43,70 47,10 109,3 117,8
7 0,00 40 37,40 43,90 93,5 109,8
8 0,00 40 42,70 41,90 106,8 104,8
9 0,00 40 43,72 42,70 109,3 106,8
10 0,00 40 44,30 43,50 110,8 108,7
11 0,00 40 44,90 - 112,3 -
12 0,00 40 37,45 - 93,6 -
13 0,00 40 37,70 - 94,3 -
14 0,00 40 38,44 - 96,1 -
15 0,00 40 39,30 - 98,3 -
16 0,00 40 36,99 - 92,5 -
%Rec - - - - 102,1 112,9
s(%Rec) - - - - 9,3 7,3
GOV - - - - 9.1 6,5
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Tabela 4.22: Ensaios de recuperacdo da MC-LR para dgua de consumo humano e agua superficial. As
denominacdes de C;, C, e Cy encontram-se descritos na expressdo (3.9), onde as denomina¢des “ACH" e
"SUP" representam valores respetivos a dgua de consumo humano e dgua superficial.

Concentracdo (pg/L) Recuperacdes (%)
Amostras C; Co Ci_acua Ci_sup | WRecacn YoRecsup

1 0,00 0,2 0,247 0,336 123,4 168,0

2 0,00 0,2 0,239 0,342 119,4 171,2

3 0,00 0,2 0,244 0,344 122,2 1720

4 0,00 0,2 0,222 0,335 110,8 167,4

5 0,00 0,2 0,272 0,333 135,8 166,4

6 0,00 0,2 0,266 0,323 132,8 161,6

7 0,00 0,2 0,240 0,327 120,2 163,4

8 0,00 0,2 0,193 0,303 96,5 1315

9 0,00 0,2 0,195 0,338 97,5 149,0

10 0,00 0,2 0,203 0,311 101,5 1355

11 0,00 0,2 0,192 0,303 96,0 1315

12 0,00 0,2 0,187 0,320 93,5 140,0

13 0,00 0,2 - 0,324 - 142,0

14 0,00 0,2 - 0,331 - 1455

15 0,00 0,2 - 0,332 - 146,0
%Rec - - - - 112,5 152,3
s(%Rec) - - - - 15,1 15,0
%CV I - - 13,4 9,8

Tabela 4.23: Ensaios de recuperacdo da MC-RR para agua de consumo humano e agua superficial. As
denominagdes de C;, C, e Cy encontram-se descritos na expressdo (3.9), onde as denomina¢des “ACH" e
"SUP” representam valores respetivos a d4gua de consumo humano e agua superficial.

Concentracdo (pg/L) Recuperacdes (%)
Amostras C; Co Ci_acua Ci_sup | Recacu %Recsup

1 0,00 0,2 0,171 0,130 85,4 65,2

2 0,00 0,2 0,150 0,159 75,0 79,4

3 0,00 0,2 0,170 0,180 85,0 90,0

4 0,00 0,2 0,179 0,165 89,5 82,5

% Rec - - - 83,7 79,3
s(%Rec) - - - - 6,2 10,4
%CV S - - 7.4 13,1
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Tabela 4.24: Ensaios de recuperacio da MC-YR para dgua de consumo humano e agua superficial.

As

denominacdes de C;, C, e Cy encontram-se descritos na expressdo (3.9), onde as denomina¢des “ACH" e
"SUP" representam valores respetivos a dgua de consumo humano e dgua superficial.

Concentracdo (ug/L Recuperacdes (%)

Amostras C; Co Ci_acu /O;—SUB Y%Recacn YoRecsup
1 0,00 04 0,326 0,552 81,5 138,0
2 0,00 04 0,384 0,610 96,0 152,5
3 0,00 04 0,337 0,564 84,3 141,0
4 0,00 04 0,315 0,572 78,8 143,0
5 0,00 04 0,363 0,610 90,8 152,5
6 0,00 04 0,356 0,578 89,0 1445
7 0,00 04 0,344 0,611 86,0 152,8
8 0,00 04 0,345 0,676 86,3 169,0
%Rec - - - - 86, 6 149, 1
s(%Rec) - - - - 5,4 9,9
%OV S - - 6,3 6,6

Tabela 4.25: Taxas de recuperacido de todos os compostos mediante as diferentes matrizes analizadas. ACH,
SUB e SUP representam, respetivamente, dgua de consumo humano, dgua subterranea e agua superficial. Os
valores foram validados com recurso ao teste de Grubbs, com recurso a expressdo 3.3. Os valores encontram-se
representados com intervalo de confianca associado a um nivel de confianca de 95%.

Matriz
Analitos ACH SUB SUP
DIA 99,2 4+ 6,2% 103,6 &= 12,1% -
MCPP 102,1 + 4,9% 111,1 + 3,1% -
MC-LR  104,6 £ 15,5% -- 152,7 + 8,3%
MC-RR 83,7 +9,8% - 79,3 + 16,5%
MC-YR 86,6 - 4,5% - 149,2 4 8,2%
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Figura 4.26: Taxas de recuperacio para todos os compostos mediante as diferentes matrizes. E possivel visualizar segmentos
de reta no topo de cada coluna, representando os intervalos e confianca com nivel de significancia de 5%. A linha a vermelho
que atravessa todas as barras representadas simboliza uma taxa de recuperacio de 100%.

Como se pode verificar nos valores obtidos para os ensaios de recuperagcdo, todos os coeficientes de
variac3o calculados s3o inferiores ao critério de aceitac3o, isto &, sdo todos inferiores a 20%. Desta forma, a
variacdo do valor das taxas de recuperacdo ndo é significativo. Assim, os valores das taxas de recuperacdo sdo
consideradas como reprodutiveis e, portanto, o valor médio das taxas referidas podem ser considerados como
valores carateristicos dos analitos associados a respetiva matriz. Assim, as taxas obtidas podem ser utilizadas
futuramente como ajuste ao sinal de analito proveniente de amostra reais, permitindo quantificar uma amostra
sem a influéncia inerente da respetiva matriz.

Por analise da figura 4.26, verificamos que alguns compostos apresentam uma taxa de recuperag¢do superior
a 100%, como é o caso da MC-LR e MC-YR em matrizes de agua superficial. Também se revelam casos em
que as taxas sdo inferiores a 100%, tais como MC-RR na matriz de dgua subterrdnea e dgua de consumo
humano e MC-YR em &gua de consumo humano. Nestes casos o efeito matriz é acentuado, cuja proveniéncia

pode resultar do ambiente quimico inerente & matriz em causa e/ou carateristicas inerentes do analito.

4.2.5 Limite de Quantificacio do Método

O limite de quantificacio do método corresponde & concentracdo minima que, a partir da qual, é possivel
quantificar amostras reais pela aplicacdo do método previamente referido. Para o célculo do limite ha que ter
em conta a taxa de recuperacio média de cada analito para cada matriz e os fatores de concentracio a que as
amostras s3o submetidas. Nas tabelas 4.26 e 4.27 é possivel visualizar os diferentes limites de quantificacdo do
método para as diferentes matriz, para cada analito. E de referir que, inicialmente, os ensaios de recuperacdo
para a MC-YR foi testada em amostras de concentracdo de 0,2 pg/L, no entanto, as taxas de recuperacio
apresentavam um coeficiente de variacdo superior ao critério dos 20%. Desta forma, a dispersdo dos valores
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das taxas de recuperacdo era excessiva, pelo que os ensaios de recuperacdo deveriam ter como alvo amostras
de maior concentragdo. Posto isto, a concentragdo associada & MC-YR testada foi de 0,4 pg/L tanto para os

ensaios de recuperacdo como para os ensaios de repetibilidade em amostras/matrizes.

Tabela 4.26: Limite de quantificacdo para os compostos para a matriz dgua de consumo humano.

Analitos x1/(ng/L) Fator de concentracdo Rec. média (%) LQ  CV (%)
DIA 14 1000x 99,2 0,040 11,8
MCPP 14 102,1 0,040 9,1
MC-LR 50 1125 0,2 13,4
MC-RR 40 250x 83,7 0,2 7,4
MC-YR 50 86,6 04 6.3

Tabela 4.27: Limite de quantificacdo para os compostos para as matrizes dgua superficial e dgua subterranea.

Matrizes  Analitos z1/(ng/L) Fator de concentracdo  Rec. média (%) LQ CV (%)
MC-LR 50 152,7 % 0.2 9,8
SUP MC-RR 40 250x 793 % 0.2 131
MC-YR 50 1492 % 0.4 6,6
DIA 14 103,6 % 0,040 17,3
SUB 1000x
MCPP 14 1129 % 0,040 6,5

4.2.6 Ensaio Interlaboratorial

Na parte final do passo de validacdo do método relativamente & otimizacdo de condicBes experimentais e
da elaboracdo das curvas de calibracdo, decorreu a participacdo no ensaio interlaboratorial LGC AQUACHECK
relativamente as microcistinas MC-LR, MC-RR e MC-YR. Os resultados provenientes do ensaio em questdo
encontram-se representados na tabela 4.28, onde o valor obtido representa a concentracdo obtida através do
sinal instrumental proveniente da amostra por interpolacdo a uma curva de calibracdo, o valor verdadeiro
representa o teor de analito presente na amostra fornecida pela entidade organizadora e [z-score/ o médulo do
nivel de desempenho.

Tabela 4.28: Resultados do ensaio interlaboratorial para as microcistinas.

Analitos  Valor obtido/(ug/L) Valor verdadeiro/ (1g/L) |z-score|

MC-LR 0,39 0,51 1,5
MC-RR 0,66 0,93 1,5
MC-YR 0,36 0,49 1,3

Como se pode visualizar, os valores obtidos para o desempenho analitico (z-score) s&o inferiores a dois,
concluindo que o método demonstra ter elevado grau de exatiddo. Posto isto, garantimos que a parte da
validac3o relativamente a capacidade de detecdo de espetro de massas tandem otimizado para as microcistinas
e a gama de trabalho estudada para as mesmas encontra-se apta.
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Capitulo 5

Conclusoes

Numa perspetiva final, a validacdo do dois métodos foi conseguida. Apés a otimizacdo das condicdes
experimentais tais como obtenco de tempos de retencio constantes para cada analito, a gama de linearidade
foi testada (e validada) com o resultado do teste de homogeneidade de variancias, a linearidade foi demonstrada
para todos os compostos a partir do teste estatistico de Mandel acompanhado com o coeficiente de correlacio,
com valores acima de 0,995. As razdes de confirmacdo, como uma das carateristicas inerentes a cada analito,
apresentaram coeficientes de variacdo inferiores ao maximo admitido. Tanto a Resposta relativa como o teste
de Rikilt demonstraram uma dispersdo aleatéria entre os pontos experimentais.

A precisdo do método foi verificada por ensaios em regime de repetibilidade, em amostras sem proces-
samento e em amostras fortificadas sujeitas a extracdo em fase solida. Essa verificacdo foi efetuada em
concentracdes equivalentes ao primeiro padrdo das gamas de linearidade estudadas para os varios analitos.
Em ambas as amostras, estas apresentaram um coeficiente de variacdo inferior ao valor maximo admitido,

estando demonstrada uma boa precisio.

A exatiddo foi avaliada através de ensaios de recuperacdo, em regime de precisio intermédia em todos
os analitos e, relativamente as microcistinas, foram realizados ensaios interlaboratoriais. Os valores obtidos
em prol das taxas de recuperacdo apresentaram coeficientes de variacio aceitaveis, pelo que as taxas de
recuperacdo foram consideradas como reprodutiveis para as matrizes respetivas. Os ensaios interlaboratoriais
obtiveram valores inferiores a dois (] z | < 2), pelo que o método demonstrou um bom desempenho e,

portanto, boa exatido.

Os limites de quantificacdo dos diferentes analitos satisfazem o decreto-lei 306/2007 de 7 de Agosto,
que se encontra neste momento em vigor. Os analitos MC-LR e MC-RR conseguiram obter um limite de
quantificacdo que se enquadra de acordo com o decreto lei 152/2017 de 7 de Dezembro. Para os restantes
analitos, o limite de quantificacdo alcancado é adequado devera ser minorado a 30% do valor paramétrico até
31 de Dezembro, de forma a que os ensaios possam ser/se mantenham acreditados.

Sobre perspetivas futuras, existem alguns detalhes a serem modificados no método das microcistinas,
com especial relevo no processamento das amostras. Segundo a norma ISO 20179, existe um procedimento
alternativo com o objetivo de quebrar a membrana celular das cianobactérias, baseado na utilizacdo de ultra-
sons (recurso a um “Polytron Homogenizer”), pelo que seria interessante integrd-lo no método desenvolvido.
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Nesta mesma norma também s3o referidos dois tipos de processamentos de amostras, baseados em amostras
de baixa ou elevada densidade celular. O método que foi estudado abordava amostras com baixa/inexistente
densidade celular, pelo que seria importante implementar um processamento que aborde amostras com elevada
densidade celular. Uma outra sugestdo como trabalho futuro seria elaborar uma calibracdo simultanea de

pesticidas e microcistinas referidos, com utilizac3o de calibacdo multivariada

Infelizmente, as amostras/matrizes utilizadas para verificar os ensaios de recuperacdo foram retiradas de
excessos de amostras de outros clientes, que estavam isentas de cianobactérias. Com isto, torna-se dificil de
avaliar se o processamento de amostra é eficaz para quebrar as membranas celulares. Uma forma de se avaliar
futuramente a eficacia do processamento de amostra seria recolher amostras com elevado indice de suspeita de
existéncia de cianobactérias, subcontratando a anéalise dessas mesmas amostras a um laboratério acreditado
para a quantificacdo de microcistinas. Desta forma, poderiamos avaliar se o teor de microcistinas obtido pelo
método definido seria fidedigno, comparando-o com o reportado pelo laboratério acreditado. E de salientar
que as amostras fortificadas poderdo, futuramente, ter aplicacdo em cartas de controlo de forma a validar ndo
s6, padrdes de controlo usados em rotinas de trabalho, como criar um historial de taxas de recuperacdo por

matriz.
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Apéndice A

Tabelas estatisticas

Tabela A.1: Valores criticos para o teste de Grubbs (G ;) em funcdo da dimens3o da amostragem associados
a um nivel de confianca de 95%.

Gcrit n Gcrit n Gc’r’it
1,15 11 2,34 19 2,68
1,48 12 2,41 20 2,71
1,71 13 2,46 21 2,73
1,89 14 2,51 22 2,76
2,02 15 2,55 23 2,78
2,13 16 2,54 24 2,80
2,21 17 2,62 25 2,82
2,29 18 2,65 30 2,91
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