SEGURANCA E QUALIDADE ALIMENTAR

MONITORIZACAO DE PESTICIDAS
EM AGUAS PARA CONSUMO HUMANO

Um desafio tecnoldgico para os laboratérios

Cri.stina Tendinha

A gualidade da agua que consumimos é hoje uma preocupacao
transversal, partilhada por todos nés, um tema sempre em foco e
em constante debate. Nesta area de actividade, a continua ino-
vacao tecnoldgica e o crescente nivel de exigéncia por parte de
todos os intervenientes impdem aos laboratarios grande dinamis-
mo e constante desenvolvimento, bem como a necessidade de
implementacao frequente de novos métodos de ensaio e adap-
tagcdo constante as exigéncias do mercado.

Entre os varios parametros a controlar nas dguas para consumo
humano, a determinacao de pesticidas coloca aos laboratdrios
desafios que tém de ser ultrapassados, dos quais salientamos os
mais relevantes: necessidade de equipamento sofisticado e tecno-
logia de ponta, dada a exigéncia cada vez maior para a deteccao
de niveis muito baixos dos compostos de interesse, analistas alta-
mente qualificados, actualizacao cientifica permanente, forte e
constante inovacao, culminando com investimentos extremamen-
te elevados.

Importa aqui referir as principais etapas dos métodos de ensaio
para determinacao de residuos de pesticidas, dando especial
destaque a técnicas emergentes, como a extraccao sorptiva em
barra de agitacdo (SBSE) e a andlise cromatogréfica por croma-
tografia liquida de alta resolucao acoplada a um espectrometro de
massa triplo quadropdlo (Triplo Quadropdlo LC-MS/MS).

Alegislacao em vigor, o Decreto-Lei n.2 306/2007, de 27 de Agosto,
relativo a qualidade da dgua destinada ao consumo humano,
define parametros a analisar e valores paramétricos. No que diz
respeito a pesticidas, os valores paramétricos sao 0,10 ug/L
0,50 ng/L, respectivamente para pesticida individual e pesticidas
totais (soma de todos os pesticidas quantificados durante o
controlo da qualidade da 4gua). Anualmente é emitido um docu-
mento pela Direccao-Geral de Agricultura e Desenvolvimento Rural
(DGADR), que define pesticidas a analisar em d4guas para consumo
humano por regides do pais e época de amostragem.

Extraccao dos compostos de interesse

A analise cromatogréfica estdo associadas diversas etapas para
preparacao das amostras dependendo do tipo de matrizes e
analitos em estudo, nomeadamente compostos volateis, semivola-
teis ou nao-voldteis. Estas etapas podem incluir extraccao ou
enriquecimento dos analitos da matriz, processos de filtracdo,
limpeza, concentracao e, em certos casos, derivatizacao, tendo em

conta todas as vantagens intrinsecas a cada sistema analitico em
particular.

Sdo usadas variadas técnicas para extrair os compostos de inte-
resse da matriz da amostra, de modo a obter a eficiéncia maxima
de extraccao dos residuos e a minima co-extraccao de quaisquer
substancias que possam originar interferéncias na determinacao.
0 principal objectivo dos métodos de preparacao de amostras € a
transferéncia dos compostos alvo da matriz numa forma mais
adequada para introducao no sistema cromatografico.

Podem ser usadas técnicas de extraccao liquido-liquido (LLE),
extraccao em fase sdlida (SPE), micro-extraccdo em fase sélida
(SPME) e, mais recentemente, a extraccao sorptiva em barra de
agitacao (SBSE) “Stir Bar Sorptive Extraction” baseada numa nova
metodologia de enriquecimento, utilizada para analise de inime-
ros compostos organicos. Esta técnica consiste numa barra de agi-
tacao revestida por um filme em polidimetilsiloxano (PDMS) colo-
cada directamente na amostra sob agitacao, de modo a promover
0 movimento de rotacao na matriz liquida e a extraccao dos
compostosdeinteresse.Abarraé retirada daamostra, introduzida
num tubo de vidro e colocada numa unidade de desorcao térmica
(TDU) acoplada a um injector de vaporizacdo a temperatura pro-
gramada (PTV).

Os analitos sao termicamente desorvidos e criofocados, sendo de
sequida analisados por cromatografia gasosa capilar hifenada a
um espectrometro de massa (GC-MS) (Fig. 1). Aeficiénciada extrac-
cao dos analitos é descrita pelos respectivos coeficientes de
particao octanol-agua (Kow), Uma vez que é uma medida da
polaridade dos compostos organicos. A eficiéncia de recuperacao é
influenciada pelo tempo de extraccao, velocidade de agitacado,
forcaidnica, temperatura e pH.

Fig.1
Stir Bar Sorptive Extraction (SBSE)
in Manual do equipamento da Gerstel

“Operation Manual Twister Desorption Unit TDU"
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Esta técnica apresenta indmeras vantagens, das quais salien-
tamos: isencao de solventes organicos toxicos “solventless”,
rapidez, facilidade de manipulacao, requer reduzida quantidade
de amostra, € altamente sensivel e possibilita automatizacao e
acoplacdo ainstrumentacao analitica de topo.

Deteccao, quantificacao e confirmacao
dos compostos de interesse

Para analise de residuos de pesticidas sao usadas varias técnicas
instrumentais de analise, nomeadamente: cromatografia em fase
gasosa (GC), cromatografialiquida de alta resolucdo (HPLC) e estas
técnicas hifenadas a espectrometria de massa (MS). Consistem em
poderosas ferramentas analiticas cuja principal finalidade é a
separacao de compostos de misturas complexas, permitindo a
identificacdao e quantificacao de compostos puros e desco-
nhecidos. Os resultados obtidos por espectrometria de massa (MS)
constituem a prova mais conclusiva da confirmacao/identificacao
dos pesticidas encontrados na amostra.

© Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massa (GC-MS)

A cromatografia gasosa capilar acoplada a espectrometria de
massa (GC-MS) é muito Gtil na identificacdo e quantificacdo de
compostos puros e desconhecidos, na confirmagao da massa mole-
cular de compostos e caracterizacao da estrutura através dos
dados espectrais. Esta técnica combina a separagdo cromatogra-
ficaeainformacdo espectral, resultando nainformacdo analiticaa
trés dimensoes, qualitativa e gquantitativa.

0 processo MS compreende trés fases (Fig. 2 e 3):

- lonizacao na fonte - Sao criados ides em fase gasosa. Desta-
ca-se 0s modos de ionizacdo por impacte electrénico (El) e
ionizacao quimica (Cl);

- Analisador de massa - Separacdo de ibes m/z no espaco e no
tempo, sendo o quadropdlo o analisador mais comum;

- Deteccao - Nesta fase mede-se a quantidade de ides m/z.

Existem dois modos de operacdo: modo de varrimento total (regis-
to de espectros de massa totais - Full-Scan) ou monitorizacdo
selectiva de ides (SIM). Apds todo o processo analitico é feita a
confirmacao da identidade do composto de interesse e sua
quantificacao (Fig. 4 e 5).

© Cromatografia liquida de alta resolucao acoplada
aum espectrometro de massa - Triplo Quadropélo LC-MS/MS

Esta técnica é utilizada para determinacdo de residuos de pesti-
cidas, permitindo limiares de deteccdo extremamente baixos. Em
que consiste e como funciona um espectrometro de massa triplo
quadropolo? Apos realizada a extraccao as amostras sao intro-
duzidas no sistema cromatografico que opera em modo “multiple
reaction monitoring” (MRM), sendo seleccionados um ido percur-
sor e dois “products ions” caracteristicos.

Logo a seguir a separacdo por cromatografia liquida de alta
resolucdo (HPLC), a amostra é bombeada para o espectrémetro de
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Fig. 6 Nebulizing gas lons massa triplo quadropdlo qut.acqnms“te numa fonteidnica externa, a
Introdugdo AT qual trabalha em mado de ionizagao “electrospray” (ESI), na qual
?Dr;?ziigi' e LU, Heated nitrogen drying gas se dd anebulizacdo e desolvatacdo da amostra (Fig. 6).

electrospray

(ESlJ I luent spray
in Manual do I b
equipamento : “::f&/

Segue-se um sistema 6ptico de ides que transfere os ides para o
primeiro quadropdlo posicionado a direita da fonte. O quadropdlo

“Agilent 6410 s o [ e constituido por quatro hastes hiperbalicas paralelas através das

Triple Quad LC/MS ¢ Al quais os ioes seleccionados sao filtrados antes de chegarem a

Concepts guide” h célulade colisao onde sao fragmentados. A célula de colisdo é tipi-
Entrance to

dielectric capilary camente chamada de segundo quadropdlo mas, neste caso, geo-
metricamente é um hexapdlo preenchido com azoto, 0 mesmo gds
que € usado na fonte idnica.

Orthoganal QQQ Analyzer Os fragmentos de ides formados na célula de colisao sao depois
1 b enviados para o terceiro quadropdlo por um segundo passo de
Quad Maas Filter (01} :|°"""""°“F"""°31 filtracdo de iGes, que permite ao operador isolar e analisar ao por-
:‘°“""’"%‘ﬁl |ﬁ'|:| menor um ido precursor e um iao filho (“product ion”) (Fig. 7).
7l || ] o
Lens 1 and 2 Collision Cell Dual ) , )
A LIl ] | Dynode Representando o analisador de massa quadropdlo como correias
- — - [, Detector

Rough - = ~ em andamento, a célula de colisdo pode ser colocada entre as
Pump | Single 3-stage turbo pump ] . . . . . .
________ correias para fragmentar os ides. A primeira correia pode ser fixa

para seleccionar qual o iao precursor que é transportado para a

Fig. 7 - Triplo quadropalo MS célula de colisao.
in Manual do equipamento “Agilent 6410 Triple Quad LC/MS Concepts guide”

Acélularepresenta outro quadropdlo, independentemente da sua
(. ) geometria é necessario um gas de colisao inerte, ndo reactivo
'I\'_/:g;jg de como o azoto. A voltagem aplicada na célula de colisao deve ser
funcionamento diferente daquela aplicada nos quadropdlos para melhorar o movi-
mento de todos os “ides filhos” em direccao ao terceiro quadropdlo.

triplo quadropalo,
in Manual do
equipamento “Agilent
6410 Triple Quad LC/MS
Concepts guide”

Oido precursor € seleccionado através do primeiro quadropdlo e é
enviado para a célula de colisdao para fragmentacao. Os fragmen-
tos sao varridos através do terceiro quadropdlo resultando num
varrimento dos ides filhos “productions” (Fig. 8).

Desde que o0s i6es fragmentados constituam parte de um pre-
cursor, representam porcoes da estrutura completa da molé-
cula precursora. Um espectrometro de massa triplo quadro-

- - ) polo pode ser usado desta forma para identificacao e quanti-
i ficacao de compostos, nomeadamente estudo das suas “impres-
soes digitais”.

Nesta drea de actividade em constante mudanga, o conhecimento
¢ a base da geracdo de riqueza e a investigacao e desenvolvi-
mento um dos pilares de criacao desse conhecimento. Toda e
qualquer aposta na inovacdo conduz ao desenvolvimento econd-
mico de um pais.
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