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THE STATE OF THE ART OF CHROMATOGRAPHY ASSOCIATED WITH THE TANDEM MASS SPECTROMETRY FOR
TOXIC COMPOUND ANALYSES IN FOOD. Chromatography combined with several different detection systems is one of the
more used and better performing analytical tools. Chromatography with tandem mass spectrometric detection gives highly selective
and sensitive analyses and permits obtaining structural information about the analites and about their molar masses. Due to these
characteristics, this analytical technique is very efficient when used to detect substances at trace levels in complex matrices. In this
paper we review instrumental and technical aspects of chromatography-tandem mass spectrometry and the state of the art of the

technique as it is applied to analysis of toxic substances in food.
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INTRODUCAO

A cromatografia pode ser combinada a diferentes sistemas de
deteccdo, tratando-se de uma das técnicas analiticas mais utiliza-
das e de melhor desempenho. O acoplamento de um cromatdgrafo
com o espectrOmetro de massas combina as vantagens da cromato-
grafia (alta seletividade e eficiéncia de separag¢@o) com as vanta-
gens da espectrometria de massas (obtengdo de informagdo estru-
tural, massa molar e aumento adicional da seletividade)'. Para que
o acoplamento seja possivel, idealmente, € necessario que as ca-
racteristicas de cada instrumento ndo sejam afetadas pela sua co-
nexdo, assim como ndo devem ocorrer modificagdes quimicas nio
controladas do analito e perda de amostra durante a sua passagem
do cromatégrafo para o espectrometro de massas’.

As técnicas cromatogrificas mais comumente acopladas a
espectrometria de massas (“mass spectrometry”) - EM sdo a croma-
tografia gasosa (“gas chromatography”) - CG e a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (“high performance liquid chroma-
tography”) - CLAE. A combinagdo com outras técnicas de separa-
¢do, como a eletroforese capilar, a cromatografia em camada del-
gada e a cromatografia de permeacdo em gel € possivel, mas usada
com menor freqiiéncia.

CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A ESPEC-
TROMETRIA DE MASSAS (CG-EM)

A combinacdo da cromatografia gasosa com a espectrometria
de massas € relativamente simples, uma vez que as caracteristicas
de funcionamento do cromatdgrafo a gds sdo suficientemente com-
pativeis com a necessidade de alto vdcuo do espectrometro de
massas®. Quando sdo utilizadas colunas capilares em CG é possi-
vel conectar a saida da coluna diretamente a fonte do espectrometro,
uma vez que, em condi¢cdes normais de operacgdo, o sistema de
bombeamento do espectrometro de massas € capaz de captar todo
o eluente da coluna®. Quando sdo utilizadas colunas recheadas, a
vazdo do eluente deve ser reduzida antes da sua entrada na fonte de
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ionizacdo do espectrometro. Para isto, podem ser utilizados divisores
de fluxo, mas seu desempenho ndo € tdo satisfatério, uma vez que
podem gerar perdas na detectabilidade®. O interfaceamento, neste
caso, pode ser feito por meio de um separador de jato, que € cons-
tituido por dois capilares alinhados e separados por uma distancia
de cerca de 1 mm, tendo vdcuo estabelecido entre eles por meio de
uma bomba. Desta maneira, quando o eluente da coluna atravessa
o primeiro capilar, grande parte do gés carregador (geralmente He),
que possui baixa massa atdmica, ¢ bombeado para fora dos capila-
res, enquanto as moléculas de analito (com maior massa) mantém-
se em fluxo linear e penetram no segundo capilar que as direciona
para a fonte de fons do espectrometro de massas®.

Os métodos de ionizagdo mais empregados em CG-EM sao
ionizagdo por impacto de elétrons (“electron ionization™) - IE e a
ionizagdo quimica (“chemical ionization”) - IQ'?. Na IE o analito
de interesse, em fase gasosa, ¢ bombardeado com elétrons de alta
energia (geralmente 70 eV). As moléculas do analito absorvem esta
energia desencadeando vdrios processos, dentre os quais o mais
simples € aquele em que o analito € ionizado pela remo¢do de um
unico elétron (M*). Este processo requer tipicamente 10 eV e o
restante da energia gera fragmentacdo dos analitos*®. Isto consiste
em um dos maiores problemas encontrados na aplicag¢do de IE,
pois a fragmentagdo rdpida pode conduzir a ndo observacdo do fon
molecular no espectro, perdendo-se, portanto, uma das mais im-
portantes informacdes analiticas oferecidas pela EM?.

A IQ € a técnica que foi desenvolvida especialmente para au-
mentar a producido do fon molecular e reduzir as fragmentagdes
associadas a ionizagdo por elétrons. Nesta técnica, as moléculas do
analito, em fase gasosa, sdo introduzidas na camara de ionizac¢do
do espectrometro de massas, que contém um gds reagente. Esta
mistura (moléculas do analito + gds reagente) ¢ bombardeada com
elétrons, assim como na IE. Mas, como o gds reagente estd em
excesso em relagdo ao analito (geralmente em propor¢do maior
que 1000:1), ele € ionizado quase que exclusivamente e passam a
ocorrer reagdes entre os fons em fase gasosa do gds reagente e as
moléculas neutras do analito, dando origem aos fons pseudo-
moleculares do analito [M+H]*. Por este processo ser relativamen-
te de baixa energia, quase ndo € observada fragmentacdo'?.
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A CG-EM ¢ aplicdvel a compostos volateis e termicamente
estdveis nas temperaturas relativamente elevadas empregadas du-
rante o processo de separa¢do cromatogrdfica. Estes requisitos sdo
semelhantes aqueles necessarios para que compostos sejam ioniza-
dos por meio de IE e 1Q*.

CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA
ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS (CL-EM)

Quando se utiliza a CL-EM, s3o encontradas incompatibilida-
des relacionadas a vazdo do eluente do sistema cromatografico com
relacdo a velocidade de bombeamento do sistema de vacuo e o
projeto da fonte de ions do espectrometro de massas'. As vazdes
utilizadas em CLAE sdo relativamente grandes (da ordem de 1,0
mL min"), de maneira que ndo € possivel bombear o eluente de um
cromatdgrafo a liquido diretamente para o interior da fonte do
espectrdmetro, que opera a pressdes de cerca de 1,3 x 10* Pa.
Assim, uma das mais importantes fungdes de uma interface em-
pregada em CL-EM € remover toda ou, pelo menos, uma parte
significativa da fase mével (FM)?.

Além do problema existente com relagdo a vazdo, os compos-
tos que sdo separados por CLAE sdo relativamente pouco volateis
e/ou sensiveis a temperatura, de maneira que ndo € possivel ioniza-
los utilizando as técnicas de ionizagdo mais comumente aplicadas
na EM? Desta forma, para o acoplamento da CLAE a EM foi ne-
cessdrio o desenvolvimento de interfaces e de formas de ionizacdo
alternativas.

Na tentativa de minimizar os problemas encontrados no inter-
faceamento do sistema CLAE com EM foram desenvolvidas va-
rias interfaces, nas quais, muitas vezes, também ¢ realizada a
ioniza¢do do analito por métodos que permitem a obtencdo de
fons a partir de moléculas sensiveis a temperatura e/ou pouco
voldteis®. Por esse motivo muitos autores referem-se a algumas
dessas interfaces simplesmente como fontes de ionizac¢do. Den-
tre as fontes de ioniza¢do desenvolvidas, as mais empregadas sdao
ionizagdo por eletronebulizagdo (“electrospray ionization”) - IEN,
ionizacdo quimica a pressdo atmosférica (“atmospheric pressure
chemical ionization”) - IQPA e, mais recentemente, a fotoioni-
zagdo a pressdo atmosférica (“atmospheric pressure photoioni-
zation”) - FIPA'#7,

Em IEN, o liquido no qual o analito de interesse se encontra
dissolvido (na FM, no caso do eluente da CLAE) passa através de
um capilar, a pressdo atmosférica, mantido sob alta voltagem. Na
saida do capilar sao formadas pequenas gotas altamente carrega-
das (“spray”) que sdo dessolvatadas ao se deslocarem em sentido
contrdrio ao posicionamento de um eletrodo em uma regido de pres-
sdo atmosférica. A dessolvatacdo € assistida por um fluxo continuo
de gés seco (geralmente N)) na regido do “spray”. A medida que
ocorre a dessolvatacdo, o tamanho das gotas € reduzido até o ponto
em que a forca de repuls@o entre as cargas similares fica maior que
as forcas de coesdo da fase liquida (tensdo superficial). Neste mo-
mento ocorre a chamada “explosdo couldombica”, que gera gotas
com tamanhos equivalentes a 10% do tamanho das gotas a partir
das quais se originaram. Uma série de explosdes passa entdo a
ocorrer até que sdo produzidos fons do analito a partir destas gotas,
os quais sdo transferidos para o interior do espectrometro de mas-
sas por uma série de dispositivos de focalizagdo'>*.

Como em IEN a ionizagd@o ocorre diretamente na solugdo, com-
postos sensiveis a temperatura podem ser ionizados sem sofrer
degradac@o'?. Uma vez que em IEN sdo gerados fons com mdlti-
plas cargas, esta técnica pode ser aplicada a compostos com mas-
sas molares relativamente grandes pois, como o espectrOmetro de
massas mede a razdo massa/carga (m/z) dos fons, o intervalo de
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“massa” de aplicabilidade do instrumento pode ser expandido por
um fator equivalente ao nimero de cargas do fon, isto é, um fon
com m/z 1000 e com 20 cargas representa um composto com uma
massa molar de 20 000 Da?. Devido ao modo de obtenc@o dos fons
por esta fonte de ionizagdo, a sua aplicacdo a compostos ionizdveis
em solucdo e compostos altamente polares que podem ser facil-
mente ionizados € favorecida'.

Uma vez que a IEN € dependente da concentracdo do analito
no eluente da coluna cromatografica, o uso de divisores de fluxo,
para diminuir a vazdo do eluente para o interior da interface, ndo
afeta, de forma notdvel, sua detectabilidade®. H4 a necessidade de
uso desses divisores de fluxo somente quando a vazdo utilizada no
cromatdgrafo ultrapassar 1 ou 0,5 mL min' no caso de FM com
elevada porcentagem de dgua em sua composigio'.

Na IQPA, o eluente da coluna cromatografica passa através de
um nebulizador pneumadtico no qual gotas sdo geradas e dessolva-
tadas. O “spray” formado passa por uma regido aquecida na qual o
vapor € seco, formando espécies neutras que passam através de
uma corona de descarga. Um campo suficiente para gerar ionizagao
¢é aplicado na corona. Como o solvente (proveniente da FM) en-
contra-se em maior concentragdo no “spray” que o analito, este ¢
ionizado preferencialmente e passam a ocorrer reacdes entre estes
fons em fase gasosa e as moléculas neutras do analito, o que dd
origem aos ions do analito (IQ)"?*.

A IQPA pode ser considerada uma fonte de ionizaciio comple-
mentar a IEN, pois € aplicdvel a compostos apolares ou de média
polaridade, voldteis e termicamente estdveis, uma vez que a ioniza-
¢éo ocorre em fase gasosa*® e também porque IQPA & aplicdvel a
vazdes de eluente cromatografico maiores que as suportadas por
IEN (0,5 a 2,0 mL min™)?.

Tanto na IEN quanto na IQPA ocorre a denominada ionizagao
suave, isto €, sdo formados fons pseudo-moleculares intactos,
[M+H]* no modo positivo ou [M-H] no modo negativo, porque a
energia empregada nestas fontes de ionizagdo ndo € suficiente para
gerar uma fragmentacéo significativa das moléculas do analito'>®.
Nestas fontes de ionizagdo, mais comumente na IQPA, também
pode ocorrer a formagdo de adutos entre os fons moleculares e
Na*, K*, NH,*, HCOO" ¢ CH,COO, que sdo espécies idnicas pre-
sentes nas FM provenientes dos modificadores adicionados a elas>®.

A FIPA € uma técnica de ionizac¢do relativamente nova, intro-
duzida por Bruins e colaboradores® em 2000, que pode ser conside-
rada complementar as outras técnicas de ionizacdo a pressdo at-
mostérica (IEN e IQPA), uma vez que certos grupos de compostos
apolares e de baixa polaridade, como hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos, s6 podem ser analisados por CL-EM quando se aplica
a fotoionizagdo’. A fonte de FIPA € muito semelhante a de IQPA,
sendo constituida por um nebulizador aquecido que transforma o
eluente da coluna cromatografica em um “spray” e gera sua dessol-
vatacdo parcial. Entretanto, no lugar da corona de descarga da IQPA
a FIPA possui uma lampada UV com poténcia de 10,2 eV, cuja
fungdo € ocasionar a ionizacdo das moléculas do analito presentes
nas goticulas do “spray’’. A detectabilidade em FIPA ¢ comparé-
vel a em IQPA, quando sdo empregadas altas vazdes do eluente e é
superior, quando utilizadas baixas vazdes. Esta fonte de ionizacdo
¢ também menos suscetivel a supressdo idnica induzida pela ma-
triz e interferéncias quimicas ocasionadas pela presenca de tam-
poes no eluente que a IEN e a IQPA’.

A FIPA baseia-se na formagdo de um fon molecular radical a
partir da absor¢do de um f6ton por uma molécula, seguida da ejegio
de um elétron, como pode ser observado na Equagdo 1. Isto s6 é
possivel quando a energia do féton irradiador (hv) é maior que o
potencial de ionizacdo (PI) da molécula. Este processo ¢ denomi-
nado fotoionizacdo direta’.
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M+h —>M"+e (1)

A probabilidade de ocorrer a fotoionizagdo direta € baixa, uma
vez que os fotons de UV tém uma baixa penetracio numa mistura
densa de gases e vapores a pressdo atmosférica. Entretanto, se for
empregada uma alta concentragdo de uma substancia que € facil-
mente ionizada (um dopante) € possivel aumentar significativa-
mente o nimero de fons gerados pela fotoionizagdo inicial do
dopante e subseqiiente troca de carga com o analito (Equacdes 2 e
3, respectivamente), desde que a afinidade eletronica (AE) do analito
seja maior que a do dopante. Mas, se a afinidade protonica (AP) do
analito € maior que a AP do {on dopante desprotonado, moléculas
do solvente ou clusters podem agir como intermedidrios entre o
ion dopante e o analito pela abstragcdo de um préton do fon dopante
(Equag@o 4), passando este para o analito (Equagdo 5).

D+h —>D"+e (2)
D"+ AB — D + AB* (3)
D"+ S — [D - H] + [S + H]* 4)
[S+H]*+AB —» S + [AB + H]* 5)

Mas a FIPA ndo € limitada ao modo de ionizacdo positivo. A
formacdo de fons negativos na FIPA € iniciada pela formacdo de
elétrons térmicos durante a fotoionizag¢do do solvente (Equagdo 6)
e do gds oxigénio (Equacdo 7) por meio da transferéncia de préton
(Equagoes 8 e 9 a,b) ou troca de carga (10), ou ainda por captura de
elétons (11) ou reagdes de substituicdo (12).

S+e > S (6)
0,+e -0, @)
M+ 0, - [M - H] + HO, (8)
S+0, = [S-H] + HO,; (9a)
M+ [S- H] = [M - HJ + S (9b)
M+0,” >M +0, (10)
M+e — M- (1)
MX,+ 0, —» [M-X + O] + OX (12)

onde: X = H, halogénios, NO,.

Portanto, tanto na formag@o de fons positivos quanto negativos
por FIPA, o analito € analisado de forma indireta, por meio de
reacdes quimicas foto-iniciadas’.

ESPECTROMETRIA DE MASSAS ACOPLADA A ESPEC-
TROMETRIA DE MASSAS (EM-EM)

A EM-EM € a técnica espectrométrica que, ao invés de utilizar
apenas um analisador de massas para separar os fons de mesma
razdo m/z gerados na fonte de ionizagdo, utiliza dois estdgios de
espectrometria de massas (MS e MS)), em que um deles € usado
para isolar o fon de interesse e o outro € usado para estabelecer
uma relac@o entre este fon de interesse isolado e outros fons que
foram gerados a partir da sua decomposi¢éo induzida®. Esta técni-
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ca é amplamente empregada na detec¢do de compostos presentes
em baixas concentragdes em matrizes complexas, acoplada a croma-
tografia, uma vez que possibilita um aumento na detectabilidade e
reduz a interferéncia espectral de compostos presentes na matriz,
além de aumentar a quantidade de informacdo estrutural que se
pode obter'.

ANALISADORES DE MASSAS
Quadrupolo

O quadrupolo € constituido de 4 hastes. Os pares opostos das
hastes estdo conectados eletricamente e uma voltagem com radio-
freqiiéncia de 180° fora de fase € aplicada entre eles. Em um valor
especifico de voltagem, {fons de uma determinada razdo m/z atra-
vessam o quadrupolo descrevendo uma trajetéria estavel®. O es-
quema de um analisador quadrupolar encontra-se na Figura 1.

Figura 1. Esquema de um analisador quadrupolar, onde rf indica
radiofreqiiéncia e dc corrente continua

Analisador de tempo de voo (‘“Time-of-Flight Analiser”) - ATV

Os ATV baseiam-se no principio de que, como os fons sdo ge-
rados na mesma fonte de ionizacdo do espectrometro de massas,
eles possuem a mesma energia cinética, de maneira que as suas
velocidades serdo apenas diferenciadas pelas suas massas (veloci-
dade € inversamente proporcional a raiz quadrada da massa do fon).
Por isto, neste analisador de massas, os fons produzidos na fonte
de ionizacdo do espectrdmetro sdo acelerados através de um “tubo
de v00” para serem identificados, uma vez que o tempo que levam
para atravessa-lo estd relacionado com a razao m/z de cada fon*
Na Figura 2 pode ser visualizado o ATV.

D | |o== &—:9—:-—@
tubo de véo Detector

Fontes de lons

Figura 2. Esquema de um analisador de tempo de voo

Ion-trap

O ion-trap é um quadrupolo tridimensional que “captura” todos
os fons que sdo introduzidos em seu interior e 0s mantém “aprisiona-
dos” até que uma determinada radiofreqiiéncia seja aplicada e torna
os fons de certa razdo m/z instdveis, de forma que sdo libertados do
trap®. O analisador de massas ion-trap estd mostrado na Figura 3.
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gerador RF
eletrodo anel

T T

eletrodos @

alimentador DC

Figura 3. Esquema de um analisador ion-trap, onde RF indica
radiofreqiiéncia e DC corrente continua

ANALISADORES DE MASSAS EM EM-EM
Triplo quadrupolo

Este instrumento € constituido por trés quadrupolos em série,
sendo que o segundo quadrupolo ndo € utilizado para separar {ons
de mesma razdo m/z, mas sim como cela de colisdo, na qual ocorre
a fragmentacdo dos fons selecionados no primeiro quadrupolo ge-
ralmente por dissocia¢do induzida por colisdo com um gés inerte
(“collision-induced dissociation”) - DIC, e também € empregado
como direcionador dos fons produzidos ao terceiro quadrupolo.

Na DIC, o {fon precursor proveniente do primeiro quadrupolo é
acelerado por um potencial elétrico para uma regifio de alto vicuo
no interior do segundo quadrupolo, onde sofre repetidas colisdes
com um gés inerte de elevada energia (geralmente Ar, He ou N,), o
que leva a um aumento na energia potencial deste fon até ocasionar
sua fragmentagdo, conduzindo a formacdo dos fons produto. Quan-
do DIC ¢ realizada em baixa energia, as reagdes de fragmentacio
levam geralmente a perda de fragmentos neutros (H,O, MeOH, CO,
CO, etc.), dependendo da natureza do fon precursor. Esta perda de
fragmentos neutros € muito importante na determinacgio estrutural
da molécula do analito, uma vez que fornece informacdes acerca de
grupos funcionais presentes na molécula. Quando DIC € realizada
sob elevada energia, as reacdes de fragmentacdo geram informacdes
estruturais mais significativas, uma vez que pode levar a quebra das
moléculas em posi¢des caracteristicas. Porém, quando a energia ¢
muito elevada pode levar a uma fragmentagdo descontrolada.

Além de informagdes estruturais, DIC pode melhorar a detecta-
bilidade do método quando usada para gerar um fon caracteristico
de uma molécula e assim realizar sua detecgdo a partir deste fon
fragmento quando a molécula do analito de interesse se encontra
em presenca de outras moléculas de mesma massa molar nominal,
uma vez que reduz o ruido e aumenta a detectabilidade.

Todos os quadrupolos sd@o controlados para transmitir fons de
uma Unica razdo m/z ou de um intervalo de razdes m/z para gerar
informagdo analitica mais exata®’.

Na Figura 4 encontra-se esquematizado um triplo quadrupolo.

Quadrupolo-ATV (Q-ATYV)

E um instrumento em que o tltimo estagio do triplo quadrupolo
¢ substituido por um ATV disposto ortogonalmente ao segundo
quadrupolo. Este instrumento, ao invés de varrer seqiiencialmente
um intervalo de razdes m/z selecionadas e gerar o espectro EM-
EM das massas selecionadas, detecta todos os fons que entram no
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amostragem  opticos

:

T
fonte de
ions

Figura 4. Esquema de um analisador triplo quadrupolo

I | —— ”l detector
— ] | —
cela de colisdo

tubo de voo em um tempo especifico, o que s6 € possivel devido a
sua alta velocidade de varredura>''. Na Figura 5 pode ser visualizado
o analisador Q-ATV.

cone de direcionadores
amostragem  dpticos
| |

- 1 ||

Analisador de Tempo de Véo

"| detector

I W

quadrupolo cela de
colisao

fonte de ions

refletor—

I]I]I]ﬁ[l[l[l
ooooooo

N

Figura 5. Esquema de um analisador de massas Q-ATV

“lon-trap”

Neste instrumento a sele¢io, a decomposicdo e a subseqiiente ana-
lise dos fons ¢ realizada na mesma parte do instrumento, de maneira
que estes processos ocorrem separados apenas pelo tempo. Para isso,
o “trap” ¢ ajustado para capturar todos os fons que entram no
espectrometro de massas e os {ons de m/z que nio sdo de interesse sao
levados a instabilidade para ocasionar sua ejecao do “trap”. O(s) fon(s)
remanescente(s) no “trap” é(sdo) dissociado(s). Os fons produzidos
na dissociacdo do fon de m/z selecionado tornam-se seqiiencialmente
instaveis e sdo liberados do frap para gerar o espectro de massas’.

TECNICAS DE VARREDURA PARA OBTENCAO DO
ESPECTRO DE MASSAS EM EM-EM?

Varredura dos ions produzidos (“product-ion scan”)

Nesta varredura, considerando-se um espectrometro de massas
do tipo triplo quadrupolo, no primeiro estigio (EM,) € isolado o
ion de interesse que, em seguida, € fragmentado na cela de colisdo.
No segundo estdgio do espectrometro de massas (EM,) € feita a
varredura dos fons produzidos a partir da fragmentagdo do fon de
interesse isolado em EM| para obtengdo do espectro de massas.
Esta técnica também pode ser realizada no “ion-trap”.

Varredura do ion precursor (‘“precursor-ion scan’)

No triplo quadrupolo, este tipo de varredura € realizado quan-
do 0 EM, € ajustado para transmitir fons dentro de um intervalo de
m/z de interesse, os quais sdo fragmentados na cela de colisdo,
para que em EM, sejam transmitidos fons de uma tnica razao m/z
(ion produto de fragmentacdo). O sinal s6 € gerado no detector
quando EM, e EM, estdo transmitindo, isto €, quando um fon trans-
mitido por EM, se fragmenta na cela de colisdo gerando o fon pro-
duto selecionado que atravessa EM,.
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Varredura da constante perda de fragmentos neutros
(“constant-neutral-loss scan’)

Esta varredura permite observar fons que se fragmentam perden-
do uma massa de estrutura quimica especifica e neutra. E realizada no
triplo quadrupolo varrendo-se todos os estdgios da EM-EM simulta-
neamente para comparar as diferencas entre as massas varridas por
eles, isto €, se em EM, estd sendo transmitido um fon de m/z 100 ao
mesmo tempo em que EM, transmite um fon de m/z 58 e, em seguida,
EM, muda para m/z 101 e EM, transmite n/z 59, e assim por diante, €
porque estd havendo uma perda constante de massa neutra de 42 Da.

Monitoramento seletivo de reacdes (“selected-reaction
monitoring’’) - MSR

Neste tipo de varredura € monitorada a fragmentagdo de um
fon precursor selecionado no triplo quadrupolo por EM, aos seus
correspondentes fons produtos que atravessam EM,. No “ion-trap”
o fon precursor ¢ selecionado da mesma forma que na varredura
dos fons produzidos mas, neste caso, um fon produto de uma tnica
razdo m/z de interesse € confinado.

Quando se monitora a fragmentacdo de vdrios fons precursores
simultaneamente, este modo de varredura € denominado “monitora-
mento de reagdes multiplas” (“multiple-reaction monitoring™) -
MRM.

CROMATOGRAMAS DE MASSAS

Quando se faz o acoplamento da cromatografia com a EM ob-
tém-se o chamado cromatograma de massas que ¢ assim denomi-
nado por se tratar de um cromatograma constituido de todos os
fons produzidos pelo espectrometro de massas ou apenas pelos fons
de interesse produzidos por este'”.

O cromatograma contendo todos os fons produzidos pelo
espectrometro de massas ¢ denominado “cromatograma de fons
totais” (“total ion chromatogram™) - CIT".

O cromatograma constituido apenas pelos fons de interesse pode
ser obtido pelo monitoramento dos fons selecionados (“selected
ion monitoring”) — MIS, ajustando-se o detector de massas para
que sejam observados apenas os fons de razdo m/z de interesse ou
selecionando-os a partir de um banco de dados que contenha os
espectros de massas completos'?.

UTILIZACAO DA CROMATOGRAFIA COM DETECCAO
POR ESPECTROMETRIA DE MASSAS ACOPLADA A
ESPECTROMETRIA DE MASSAS NA DETERMINACAO
DE SUBSTANCIAS TOXICAS EM ALIMENTOS

Substancias téxicas sdo aquelas que impactam negativamente
o metabolismo normal dos seres vivos, podendo levar ao estabele-
cimento de anormalidades fisiol6gicas e/ou anatdmicas'.

A presenga de substancias téxicas em alimentos pode ser oca-
sionada por diversas fontes de contamina¢do. Uma das principais
fontes de contaminagdo de alimentos ¢ a utilizacio de agroquimicos,
que sdo substancias empregadas para aumentar a qualidade e a
quantidade de alimentos necessdrios ao sustento da populagdo’.
Dentre os agroquimicos utilizados estdo os agrotéxicos (herbicidas,
inseticidas, fungicidas, acaricidas, fumigantes), que sao aplicados
a frutas e vegetais em varios estdgios de cultivo e pds-colheita,
para protegé-los do ataque de pestes e manté-los proprios para o
consumo'*. Outro tipo de agroquimico empregado, que pode gerar
contaminagdo de alimentos de origem animal (carne, leite e ovos),
sdo os medicamentos veterindrios'*.
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Além da contaminacdo por agroquimicos os alimentos tam-
bém podem ser contaminados por toxinas geradas por microorga-
nismos, como bactérias ou fungos (micotoxinas), por compostos
toxicos produzidos durante o preparo dos alimentos (acrilamidas,
aminas heterociclicas), por compostos presentes na composi¢iao
de embalagens (estirenos, ftalatos), ou ainda por exposi¢do dos
alimentos a contaminantes ambientais (hidrocarbonetos polialoge-
nados, hidrocarbonetos policiclicos aromadticos, organometali-
cos)®*. Existem poucos trabalhos na literatura relatando estes dois
dltimos tipos de contaminag@o'>!c,

Para garantir a seguranca da populagdo quanto ao consumo de
alimentos, agéncias governamentais no mundo todo realizam um
controle da presenga dos contaminantes nos alimentos para que
ndo gerem danos a satde dos consumidores estabelecendo, para
tanto, os limites maximos de residuos (“maximun residue levels”)
- LMR&™*1718 Para garantir que os LMR sejam respeitados, as
metodologias analiticas utilizadas para a determinagdo de substan-
cias toxicas em alimentos devem ser capazes de quantificar residu-
os dessas substancias em concentragdes muito baixas, assim como
identifica-los de maneira inequivoca. Devido a complexidade das
matrizes de alimentos (mistura de dgua, proteinas, lipidios, car-
boidratos, vitaminas e minerais'¥), freqiientemente € necessaria uma
preparacdo intensiva da amostra, como também o acoplamento de
técnicas analiticas para obtengdo de maior seletividade e detecta-
bilidade®.

Neste sentido, mostra-se vantajoso o emprego da cromatografia
com detec¢@o por espectrometria de massas acoplada a espectro-
metria de massas, uma vez que por EM-EM ¢ possivel obter uma
grande quantidade de informacgdo estrutural acerca do analito, o
que assegura sua identifica¢cdo com maior exatiddo do que quando
ela ¢ feita apenas com base nas caracteristicas de retencéio dos com-
postos analisados, como ocorre nas outras técnicas de deteccdo
cromatograficas'. Além disso, quando existem compostos que nao
podem ser totalmente separados pela técnica cromatografica em-
pregada, usando EM-EM ¢ possivel detecta-los individualmente se
possuirem diferentes massas molares ou gerarem diferentes espec-
tros de massas'. Gragas a essa elevada seletividade, os efeitos da
interferéncia de componentes da matriz sobre o sinal obtido sdo
minimizados, de forma que procedimentos mais simples de prepa-
ro das amostras podem ser empregados, eliminando, muitas vezes,
a necessidade de realizar vdrias etapas de limpeza da amostra
(“clean-up”). Isto diminui o custo e o tempo necessdrios para a
realizacdo das andlises, de forma que possam ser aplicadas como
procedimentos de rotina em laboratérios de controle da qualidade
de alimentos'**. Quando se utiliza a EM-EM ¢é possivel obter mai-
or detectabilidade e menores limites de deteccdo e quantificagdo
do que quando se utiliza EM, devido aos modos de varreduras pos-
siveis de serem realizados, o que favorece a sua aplicagdo a andlise
de tragos®.

APLICACAO DE CG-EM-EM E CL-EM-EM NA
DETERMINACAO DE AGROTOXICOS EM ALIMENTOS

Arrebola et al.*' desenvolveram um método para determinagéo
de residuos de agrotoxicos de 81 classes diferentes em vegetais
frescos com grande conteddo de dgua, como pepino, utilizando
CG-EM-EM. Os agrotéxicos analisados foram: acefato, acrinatrina,
azoxistrobina, betalaxil, bifentrina, bromopropilato, bupirimato,
buprofezina, carbofenotiom, cialotrim, ciflutrina, cipermetrina,
ciproconazol, clorfenvinfés, cloropirifés, cloropirifés metilico,
clortalonil, clozolinato, deltametrina, diazinona, diclorvds, dicofol,
difenoconazol, dimetoato, dissulfotom, a-endossulfam, [-
endossulfam, endossulfam-sulfato, esfenvalerato, etiofencarbe,
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etiona, etoprofds, etrinfés, fenamifds, fenarimol, fenitrotiona,
fenpropatrina, fentiona, flucitrinato, fludioxinil, forato, formotiom,
fosalona, furatiocarbe, heptenofds, hexaconazol, iprodiona,
isofenfés, lindano, malationa, metalaxil, metamidofés, mevinf6s,
miclobutanil, nuarimol, ometoato, oxadixil, parationa metilico,
penconazol, pendimetalina, permetrina, pirazofds, piridabem,
pirifenox, pirimetanil, pirimicarbe, pirimifés metilico, piriproxifem,
procimidona, propargito, propiconazol, propoxur, quinometionato,
tebuconazol, tebufenozide, tetraconazol, tetradifona, triadimefom,
triadimenol, triflumizol e vinclozolina.

Para a extra¢do dos agrotoxicos das matrizes de interesse foi
utilizado apenas diclorometano e para eliminar a dgua, sulfato de
sodio anidro. O extrato obtido foi redissolvido em cicloexano, se-
guido pela adi¢do de padrdo interno (cafeina) e injetado diretamente
no cromatdgrafo. Isto s6 foi possivel devido a utilizagdo de um filtro
de carbono na linha de gés, posicionado antes da coluna, pois este
reduz a entrada, nos instrumentos, de substancias de baixa volatilidade
e de interferentes, levando a um aumento da seletividade do sinal na
EM-EM e evitando que houvesse a necessidade de realizar etapas de
“clean-up” no procedimento de extra¢do?'.

Para deteccdo foi utilizado um “ion-trap” no modo EM-EM, em-
pregando-se a IE. Quando se utiliza o “ion-trap”, a detectabilidade ¢
maximizada pela otimiza¢do da quantidade de fons aprisionados no
“trap” e dos pardmetros envolvidos na dissociagdo dos fons precur-
sores com um gés inerte (He) por DIC para obtencdo de fons ou
clusters de fons com grande abundancia relativa no espectro, os quais
sdo empregados na quantificagdo e identificacdo dos analitos. As-
sim, quando se faz a andlise de diferentes compostos utilizando EM-
EM, virios pardmetros tém que ser otimizados para cada um deles,
como amplitude de excitag@o, nivel de excitagdo para armazenamento
(“excitation storage level”), quais fons serdo selecionados para
quantificagio e a partir de qual {fon precursor eles serdo gerados e as
janelas de tempo de retencdo (“retention time window”) - JTR. Nes-
te trabalho a JRT foi definida como o tempo de retencdo médio mais
ou menos trés vezes a estimativa do desvio padrdo dos tempos de
retengdo de 10 amostras ndo contaminadas, fortificadas a um nivel
médio com padrdes de calibragdo de cada composto®.

A identifica¢@o dos agrotdxicos foi realizada com base nas JTR
e na comparagdo com espectros de referéncia, obtidos a partir de
um extrato de pepino ndo contaminado e fortificado com a concen-
tragdo do segundo ponto da curva analitica. Foram obtidos limites
de deteccgdo (LD) e de quantificagdo (LQ) entre 0,02 e 4 ug kg' e
entre 0,06 e 13 ug kg'!, respectivamente, para os 81 agrotoxicos.
Uma curva analitica foi construida para determinacéo da linearidade
utilizando extratos da matriz livres de contaminagdo e fortificados
com solucdes padrdo dos agrotéxicos e com a adi¢do de padrio
interno, sendo que o primeiro ponto da curva foi determinado a
uma concentracio entre o LQ e o menor LMR encontrado para os
agrotoxicos estudados. A regressdo linear foi feita utilizando-se a
razdo entre a drea ou a altura do pico analito/padrdo interno versus
a concentracdo. Na validagdo do método desenvolvido, os autores
obtiveram boa linearidade no intervalo de concentracdes estudado
e também boas precisio e exatidao®..

Este procedimento de andlise foi aplicado a amostras reais con-
sumindo-se a metade do tempo gasto em relacdo a procedimentos
ja descritos na literatura, o que o torna adequado as andlises de
rotina®'. Na Figura 6 é possivel observar o cromatograma obtido a
partir de uma amostra real de pimenta contendo 0,05 mg kg’ de
metalaxil, o espectro de massas da amostra e o espectro de referén-
cia do metalaxil.

Procedimento semelhante foi aplicado, por este mesmo grupo
de pesquisadores'®?®, na andlise de 71 agrotéxicos de diversas clas-
ses (acefato, acrinatrina, amitraz, azoxistrombina, benalaxil, bifen-
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Figura 6. Cromatograma e espectro EM-EM de uma amostra real de pimenta
contendo 0,05 mg kg’ de metalaxil e o espectro EM-EM de referéncia do
metalaxil. Adaptado da ref. 21

trina, bromopropilato, bupirimato, buprofezina, carbofenotiona, cia-
lotrina, ciflutrina, cipermetrina, clorfenvinfés, cloropirifés, cloro-
pirifés-m, clortalonil, clozolinato, deltametrina, diclorvés, dicofol,
difenoconazol, dimetoato, dissulfotom, o-endossulfam, B-endos-
sulfam, endossulfam sulfato, esfenvalerato, etiofencarbe, etion,
etoprofés, etrinfés, fenaminfds, fenitrotiona, fenpropatrina, fentio-
na, flucitrinato, fludioxinil, formotiom, fosalona, furatiocarbe,
heptenoféds, hexaconazol, iprodiona, isonfenfés, lindano, malationa,
metalaxil, nuarimol, oxadixil, parationa-metilica, penconazol, pen-
dimetalina, permetrina, pirazofés, piremetanil, piridabem, pirifenox,
pirimicarbe, pirimifés-metilico, piriproxifem, procimidona, propar-
gito, propiconazol, propoxur, quinometionato, tebuconazol, tetra-
conazol, tetradifona, triadimefom e vinclozolina) em frutas (me-
lao e melancia) e vegetais (ervilha, berinjela, ab6bora, pepino, pi-
menta e tomate), com a diferenga de que dois modos de ionizagao,
dependendo do analito, foram empregados em CG-EM-EM (IQ e
IE) e foram obtidos resultados semelhantes quanto ao desempenho
do método.

A andlise de agrotéxicos em matrizes vegetais gordurosas como
abacate foi realizada por Moreno et al.?? utilizando CG-EM-EM. Os
agrotoxicos estudados neste trabalho foram: acefato, acrinatrina,
azoxistrobina, benalaxil, bifentrina, bromopropilato, bupimirato,
buprofezina, carbofenotiona, cialotrina, ciflutrina, cipermetrina,
clorfenvinfos, cloropirifos, cloropirifos-metilico, clortalonil,
clozolinato, deltrametrim, dicofol, diclorvés, difenoconazol,
dimetoato, endossulfam I, endossulfam II, endossulfam III,
esfenvaralato, etiona, etoprof6s, etrinfés, fenpropatrina, fenaminfos,
fenitrotiona, fentiona, flucitrinato, fludioxinil, formotiom, fosalona,
furatiocarbe, heptenofds, hexaconazol, iprodiona, isonfenfés, lindano,
malationa, metalaxil, metamidofés, nuarimol, oxadixil, parationa-
metilica, penconazol, permetrina, pirazofds, piridabem, pirifenox,
pirimifés-metilico, piriproxifem, procimidona, propargito,
propiconazol, propoxur, quinometionato, tebuconazol, tetradifona,
triadimefom e vinclozolina.
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Nesse trabalho, os autores avaliaram varias técnicas de extra-
¢do nas quais utilizaram etapas de limpeza, devido ao grande con-
teddo lipofilico dos extratos obtidos por extracdo com solvente or-
ganico assistida por homogeneizador de alta velocidade ou por
extragdo liquida sob alta pressdo e alta temperatura. Eles também
avaliaram o uso da cromatografia por permeacdo em gel (“gel
permeation chromatography”) - CPG e da extracdo em fase sélida
(“solid phase extraction”) - EFS para a limpeza dos extratos?.

Apesar de terem sido obtidas boas recuperacdes com as duas
técnicas de extrac@o, a extracdo com solvente organico assistida por
homogeneizador de alta velocidade foi escolhida devido as varias
vantagens que ela apresenta, como tempo de extracdo reduzido, bai-
xo custo, simplicidade e menor manuseio da amostra, o0 que a torna
mais adequada as andlises de rotina. Dentre as técnicas de limpeza,
a CPG apresentou melhor desempenho, uma vez que com a EFS nédo
foram obtidos valores de precisdo e recuperag@o satisfatorios, além
de ndo eliminar suficientemente impurezas lipofilicas, que causam
danos ao sistema cromatografico, saturagdo do filtro de carbono,
levando a obtencdo de sinais analiticos incoerentes?.

Foi utilizado um “ion-trap” operando com IE ou IQ, dependen-
do do analito, conectado ao sistema cromatografico. A identifica-
¢do dos agrotoxicos foi realizada com base nas JTR e comparando
os espectros obtidos a partir das amostras analisadas com espec-
tros de referéncia obtidos sob as mesmas condi¢des cromatograficas.
Para quantificagdo foi utilizada uma curva analitica construida com
padrdes aplicados ao branco da matriz, na qual o primeiro ponto
correspondia a concentracdo do menor LMR estabelecido. Porém,
certos agrotoxicos, como os piretréides, ndo tiveram boa recupera-
¢do quando as amostras nido foram processadas por CPG, pois eles
possuem elevadas massas molares, de maneira que coeluiram com
interferentes lipidicos da matriz. Devido a estes efeitos de matriz,
a quantificagdo dos agrotoxicos foi feita utilizando uma curva ana-
litica que foi construida com o branco da matriz fortificada com os
padrdes e submetida a etapa de limpeza®.

Outro trabalho de determinag@o de agrot6xicos em matrizes com
alto teor lipidico foi realizado por Patel ef al.”, que empregaram
CG-EM-EM na determinagdo de agrot6xicos organoclorados (aldrim,
clordano (cis), o,p’-DDT, o-endossulfam, endossulfam-sulfato, o.-
HCH, B-HCH, y-HCH, heptacloro, heptacloro ep6xido (trans),
hexaclorobenzeno, oxiclordane e p,p’-TDE) em dleos e gorduras.
Para isto as amostras foram limpas por CPG, como no trabalho cita-
do anteriormente®, e analisadas por CG-EM-EM empregando um
triplo quadrupolo ajustado a0 modo MRM e utilizando IE.

Para evitar a interferéncia da matriz nos resultados foram sele-
cionados os fons precursores de maior intensidade. Em alguns ca-
sos foram selecionados fons de menores intensidades, mas com
maiores massas. Fragmentos de fons com m/z menores que 150
foram descartados. Também foi otimizada a energia empregada na
cela de colisdo para a realizacdo da DIC*.

Nesse trabalho, os autores realizaram a andlise de dois agrot6-
xicos (o-endosulfan e cis-clordano) que coeluiram nas condicdes
de separagdo utilizadas em CG e que geraram os mesmos fons frag-
mentos. Mas, foi possivel analisar estes agrotoxicos selecionando-
se as transi¢des em EM-EM que ndo foram afetadas pela coeluicio
destes compostos. Os autores também conseguiram intensificar o
sinal dos agrotoxicos que apresentaram elevados valores de sinal/
ruido, dividindo o método de aquisi¢do de dados MRM em virias
JTR, de acordo com os tempos de retencdo dos compostos. Foi
estabelecido um nimero de transi¢cdes por JTR que garantisse uma
detectabilidade adequada as baixas concentragdes dos analitos de
interesse®.

Os autores também observaram que as respostas obtidas para os
padrdes dos agrotéxicos em solventes foram menores que as obtidas
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com padrdes aplicados ao branco da matriz. Portanto, os padrdes aplica-
dos na matriz foram utilizados para construcdo da curva analitica, que
se apresentou linear no intervalo de interesse (de 0,75 a 30 ng mL"!, com
coeficientes de correlagiio maiores que 0,980) para todos os agrotoxicos
avaliados exceto para o 0,p’-DDT, o que foi atribuido a uma possivel
extragdo incompleta da matriz por CPG. Segundo os autores, a técnica
de andlise por CG-EM-EM empregada nesse trabalho apresentou ex-
celentes seletividade e LD na identificagdo e quantificagdo simultanea
dos agrotdxicos organoclorados encontrados em baixos niveis de con-
centracdo em gorduras e Gleos™.

Gonzdlez-Rodriguez et al.** determinaram agrotoxicos e alguns
metabdlitos em diferentes tipos de leite, inclusive materno, utili-
zando microextragdo em fase sélida e CG-EM-EM. Os agrot6xicos
e metabolitos analisados foram: aldrim, clorfenvinfds, clorpirifds,
clorpirifés metilico, clorotanlonil, p,p-DDD, p,p’'DDE, o,p-DDT,
p.p’- DDT, diclorana, dieldrim, a-endossulfam, B-endossulfam,
endossulfam-éter, endossulfam lactona, endossulfam-sulfato,
endrim, endrim aldeido, etiona, fanfur, fenaminfés, heptacloro
epoxido, etrinfés, fentiona, heptacloro, hexaclorobenzeno,
isofenfés, a-lindano, v,B-lindano, &-lindano, malationa,
metoxicloro, mirex, paratiom, paratiom-metilico, pentacloro-
benzeno, pentacloronitrobenzeno, pirimifés metilico, quinalfés,
sulfotepe e vinclosolina.

Nesse trabalho, os autores ressaltaram a importancia de se de-
terminar a presenca de agrotdxicos no leite, uma vez que, devido a
sua natureza lipofilica, o leite pode ser utilizado para monitorar a
bioconcentra¢do de poluentes organicos, como esses agrotoxicos
organoclorados. Também € importante no sentido de garantir a se-
guranga dos consumidores de produtos lacteos, uma vez que tém
sido estabelecidos LMR para agrotoxicos no leite, por érgios res-
ponsdveis no mundo todo*.

A técnica de andlise empregada possibilitou a andlise de com-
postos pouco voldteis e sensiveis a temperatura, pois empregou tem-
peraturas de elui¢do mais baixas (50-80 °C). As condicdes de isola-
mento, fragmentagdo e estocagem no “ion-trap” foram otimizadas
para cada agrotoxico. A identificagdo dos agrotdxicos foi feita de
maneira semelhante a apresentada nos outros trabalhos descritos,
por meio das JTR e por comparagdo com espectros obtidos para os
compostos estudados sob as mesmas condi¢des de andlise utiliza-
das. Para evitar interferéncia da matriz, a curva analitica foi construida
com o branco da matriz fortificado com os padrdes e usando padrao
interno. O método desenvolvido mostrou-se adequado em termos de
linearidade, LD e LQ, recuperagio e precisao™.

Granby et al.® desenvolveram um método para andlise de
carbamatos e outros agrotoxicos relativamente polares (acefato,
aldicarbe, aldicarbe-sulfona, aldicarbe-sulféxido, benfuracarbe,
carbaril, carbendazim, etiofencarbe, fenexamida, imazalil, linurom,
metamidofds, metiocarbe, metomil, oxamil, pirimetanil, propoxur,
tiabendazol e tiofanato-metilico) em diversas matrizes (maca,
abacate, cenoura, alface, laranja, batata e trigo) por CL-EM-EM
com IEN. No método de extragdo empregado, a amostra triturada,
misturada com um tampdo de acetato metandlico - dcido acético,
foi submetida ao ultra-som e, em seguida, a centrifugacdo. Para
compensar as variagcdes na resposta do detector, na quantificacio
foi utilizado padrdo interno marcado isotopicamente (["*C]-carbaril)
e o branco da matriz fortificado.

O espectrometro de massas utilizado foi um triplo quadrupolo
ajustado para que a deteccdo fosse feita no modo MRM, e para isso, 4
JTR foram selecionadas com 3 a 6 substincias cada. Quanto mais
substancias sdo incluidas no método, mais JTR devem ser selecionadas
para que se obtenha a deteccdo com detectabilidade instrumental sufi-
ciente. Como foi aplicada a IEN, os autores otimizaram a voltagem a
que foi submetida a amostra quando introduzida no espectrometro
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(“cone voltage”) e, também, a energia de colisdo necessdria para frag-
mentar os fons precursores para que fossem obtidos fons produtos
com abundéncias relativas significativas.

Nesse trabalho, os autores verificaram o efeito da matriz com-
parando-se as respostas obtidas para solu¢des padrdo dos agroto-
xicos em solvente (acetato de amodnio - acido acético em metanol -
dgua 95:5 v/v) com solucdes padrdo dos agrotéxicos no branco da
matriz. Como a resposta relativa para a maioria dos agrotéxicos
investigados foi por volta de 1, concluiu-se que a matriz ndo cau-
sou supressdo ou aumento na resposta obtida no EM-EM. Outro
ponto importante desse trabalho foi que ndo foram observadas di-
ferengas significativas entre as matrizes estudadas, de forma que
uma delas pdde ser escolhida para construgdo das curvas analiti-
cas. Isto € muito importante para que o método seja adequado a
aplicacdo em andlises de rotina, nas quais o tempo de andlise ndo
deve ser muito longo, para que uma maior quantidade de amostras
possa ser analisada’.

Foram obtidas recuperagdes entre 70 e 120% em trés niveis de
fortificagdo (0,02, 0,04 e 0,2 mg kg') e LD entre 0,01 e 0,02 mg
kg para frutas e vegetais, mas para cereais, 2 dos 19 agrotéxicos
avaliados apresentaram LD maiores. A exatiddo do método foi ava-
liada em trés testes de profici€ncia que mostraram uma boa con-
cordéncia entre os valores obtidos®.

Outro método rapido para detec¢do e identificagdo de 38
agrotoxicos (aldicarbe, aldicarbe sulfona, aldicarbe sulféxido,
azoxistrobina, 2,4-D, bendiocarbe, butocarboxim, butocarboxim
sulfona, butocarboxim sulféxido, carbaril, carbendazim,
carbofuram, carbofuram 3-hidréxi, cresoxim-metilico, dicloflua-
nida, dietofencarbe, etiofencarbe, fenexamida, 2-fenilfenol, furatio-
carbe, imazalil, isoprocarbe, metiocarbe, metiocarbe sulfona,
metiocarbe sulféxido, metomil, metolcarbe, miclobutanil, oxamil,
penconazol, propiconazol, pimetrozina, pirimetanil, tebuconazol,
tiabendazol, tiodicarbe, tiofanato-metilico e trifloxistrobina) em
frutas e vegetais utilizando CL-EM-EM com IEN foi desenvolvido
por Taylor et al.”. Este método ndo utiliza etapas de limpeza apés
o procedimento de extra¢do da amostra com solvente (neste caso
foi utilizado acetato de etila) que, aliado ao uso da elui¢do isocratica
em CLAE (requer um menor tempo para o equilibrio da coluna
ap0s a corrida), torna o método de andlise mais rdpido. Uma vazdo
de 0,5 mL min" foi utilizada no sistema cromatogréfico, sendo
necessdrio o uso de um divisor de fluxo em formato de T para
reduzir a vazdo da fase mével do cromatégrafo para aproximada-
mente 20 UL min antes da introdugio no interior do espectrometro.

A maioria dos agrotxicos avaliados apresentaram em seus es-
pectros fons pseudo-moleculares ((M+H]*, [M+NH_]* ou [M+Na]*)
no modo de ionizagdo positivo, e aqueles que ndo foram detecta-
dos no modo positivo foram observados no negativo ([M-H]). Apds
a aplicacdo da DIC, utilizando argénio, foram identificados estru-
turalmente {ons produtos para todos os compostos, com excegao
de apenas um agrotéxico (diclofluanida), de forma que puderam
ser monitorados utilizando MRM".

Uma caracteristica particular da deteccdo por EM-EM que foi
explorada nesse estudo foi a capacidade de diferenciar entre analitos
isobdricos, especialmente os que coeluem. As diferencas entre o
espectro de massas do fon produto gerado por fons precursores
comuns foram decisivas na determinacio dos seguintes pares de
agrotoxicos estudados: aldicarbe e butocarboxim; aldicarbe sul-
féxido e butocarboxim sulféxido e, carbaril e tiabendazol'. Os es-
pectros de massas do fon produto do carbaril e tiabendazol sdo
mostrados na Figura 7. O carbaril é caracterizado pela perda de
CH,NCO, formando um fon de m/z 145 e o tiabendazol pela perda
de HCN, resultando em um fon de m/z 175 a partir de um fon pre-
cursor comum de m/z 202",
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Figura 7. Espectros de massas do ion produto dos agrotoxicos A) Carbaril e
B) Tiabendazol. Adaptado da ref. 17

Sannino et al.® desenvolveram um método para determinac@o
de 24 agrotoxicos (azoxistrobina, benfuracarbe, bromuconazol,
cresoxim-metilico, difenoconazol, dimetomorfe, etofemprox, fen-
bunconazol, fenazaquim, fenexamida, fenotiocarbe, fenpiroximato,
flusilazol, furatiocarbe, hezitiazoxi, imidacloprido, indoxacarbe,
paclobutrazol, piridabem, tebuconazol, tetraconazol, trifloxistrobina,
tebufenozida e tebufenpirade) em puré de maga, tomate e em suco
concentrado de limdo. Este método extrai os agrotoxicos de interes-
se da amostra utilizando apenas uma mistura de solventes (acetato
de etila - cicloexano 50:50 v/v) e filtrando a amostra para evitar a
entrada de material particulado nos instrumentos.

Para identificacdo e quantificacdo dos agrotoxicos foi utiliza-
do um sistema CLAE acoplado a um triplo quadrupolo equipado
com uma interface IEN. Simultaneamente, 55 transi¢des foram
monitoradas por EM-EM durante a separagdo por cromatografia
liquida, no modo de varredura MRM, utilizando apenas uma JTR,
apoOs a otimizagdo das condi¢des de operacdo instrumentais reali-
zada pela injecdo de solugdes individuais de cada agrotdxico em
metanol®.

Nesse trabalho, também foi estudado o efeito da matriz sobre o
sinal detectado, comparando-se o sinal obtido para os padrdes de
agrotéxicos em solvente e no branco da matriz, ndo sendo observa-
do efeito de supressdo significativo no sinal, exceto para o etofen-
proxi. Um aumento no sinal foi observado para dois dos agrotéxicos
avaliados, fenpiroximato e indoxacarbe. Os autores relataram que
a melhor forma para compensar os efeitos da matriz seria utilizar
padrdes internos marcados isotopicamente, porém, para muitos
agrotoxicos ndo existe este tipo de composto disponivel. Mesmo
assim, com o uso de padronizagdo externa, empregando o branco
da matriz fortificado, foi possivel analisar 102 amostras reais de
frutas processadas, nas quais ndo foram encontrados residuos de
agrotoxicos acima de 10 pg kg!' ».

Ferrer et al.”® determinaram residuos de agrotdxicos (ciper-
metrina, deltametrina, endossulfam I, endossulfam II, endossulfam
sulfato, paratiom-metilico, pirimifés-metilico, simazina e terbuti-
lazina) em azeitonas e azeite por dispersdo da matriz em fase sélida,
com uma etapa de limpeza realizada pela elui¢dao do extrato através
de uma coluna de Florisil, que foi, em seguida, submetido a andlise
por CL-EM-EM. Os autores ressaltaram a importancia de se deter-
minar agrotdxicos em azeite uma vez que sua obtencdo ¢ realizada
apenas por processos fisicos e/ou mecanicos, sem nenhuma etapa
posterior de tratamento ou purificacdo, de maneira que € muito pro-
vével a incidéncia de residuos de agrotdxicos nesta matriz.
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Para realizacio da CL-EM-EM foi utilizada uma coluna de fase
reversa C8, com eluicdo por gradiente e um “ion-trap” operando
no modo positivo com IEN. Os autores enfatizaram que quando se
utilizou apenas CL-EM foram detectados sinais de interferentes
isobdricos da matriz nos espectros de massas, dai a necessidade de
se empregar EM-EM. Isto possibilitou isolar o fon precursor e
otimizar a fragmentacio, gerando um aumento na detectabilidade
e na seletividade, assim como menores razoes sinal/ruido. Mesmo
assim, para o agrotoxico dimetoato houve supressdo do sinal por
interferentes da matriz e sua andlise s6 foi possivel utilizando
espectrometria de massas em multi estidgios (EM"), pois EM" pos-
sibilitou a remogao total da interferéncia da matriz, mas foi acom-
panhada de um aumento na razdo sinal/ruido gerando, conseqiien-
temente, maior LD 2.

APLICACAO DA CL-EM-EM A DETERMINACAO DE
MEDICAMENTOS VETERINARIOS EM ALIMENTOS

Fagerquist et al.” realizaram a determinag@o quantitativa e
qualitativa de antibiGticos (em especifico as -lactamas: amoxilina,
ampicilina, cefazolina, cloxacilina (clox), deacetil-cefapirim,
desfuroilseftiofur cisteina dissulfeto (dcd), dicloxacilina (diclox),
naficilina, oxacilina (ox) e penicilina G (pen G)) em carne bovina
proveniente do Servico de Seguranga e Inspegdo de Alimentos dos
Estados Unidos da América (EUA), utilizando a extragdo em fase
solida e CL-EM-EM. No sistema cromatografico foi utilizada uma
vazdo de 0,3 mL min' para gerar uma linha de base estavel e uma
ionizacdo eficiente dos analitos por IEN. A andlise por EM-EM foi
realizada utilizando um triplo quadrupolo ajustado ao modo de
varredura MRM, para monitorar as 4 transi¢des mais abundantes
do fon precursor - fon produto de cada analito. A Figura 8 mostra
um cromatograma tipico da corrente total de fons, que representa a
soma dos sinais gerados por todas as transicdes do fon precursor -
fon fragmento obtidas em cada JTR.
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Figura 8. Cromatograma de corrente total de ions obtida por CL-EM-EM
para um padrdo aplicado sobre o branco da matriz, a uma concentragdo de
250 ng g’'. As barras verticais delimitam as JTR. Os simbolos dcd, penG,
penV, ox, clox e diclox indicam, respectivamente, desfuroilseftiofur cisteina
dissulfeto, penicilina G, penicilina V, oxacilina, cloxacilina e dicloxacilina.
Adaptado da ref. 27

Nesse trabalho os autores observaram que a naficilina gerou
saturacdo do detector em sua transicdo mais abundante, devido a
alta eficiéncia de ionizag@o apresentada por este composto. Isso
foi observado devido a uma ndo linearidade pronunciada na sua
curva analitica. Segundo os autores, este problema poderia ser fa-
cilmente resolvido diminuindo-se a voltagem através do detector.
Porém, para um método de determinagdo multirresidual com
detecgdo por EM, o instrumento tem que ter os seus parametros
ajustados de forma adequada para monitorar todos os analitos, mas
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ndo necessariamente na condi¢do Gtima para cada analito. Assim,
a diminui¢do da voltagem através do detector poderia resultar na
perda de detectabilidade para as transi¢des menos abundantes dos
analitos com menor eficiéncia de ioniza¢do, de maneira que foi
concluido que as curvas analiticas ndo lineares poderiam ser usa-
das para a determinag¢do da concentragdo, uma vez que a
interpolagdo das curvas ndo lineares era suficientemente exata®.

O método desenvolvido foi comparado ao ensaio microbioldgico
utilizado pelo Servico de Seguranca e Inspec¢do de Alimentos dos
EUA para determinagdo destas drogas veterindrias em carne. O
método utilizando CL-EM-EM foi capaz de detectar antibidticos
em niveis de concentra¢do mais baixos que o ensaio microbioldgico
e também foi capaz de determinar a identidade de cada antibidtico
presente, o que ndo foi possivel no ensaio microbiolégico. Com
este método, também foi possivel determinar quantitativamente os
antibidticos abaixo dos niveis de tolerincia estabelecidos por lei?’.

Outro método de determinagdo de B-lactamas (amoxilina e
ampicilina) em leite e carne bovina foi descrito por Bogialli et
al.®, no qual foi adicionado as amostras um padrio interno (peni-
cilina V) e, posteriormente, realizada a extragdo por dispersdo da
matriz em fase sélida com elui¢do utilizando dgua aquecida. De-
pois de ajustado o pH do extrato, este foi filtrado e analisado por
CL-EM-EM utilizando coluna de fase reversa C18 no sistema
cromatogréfico, IEN e varredura MSR. O espectro MSR obtido
por CL-EM-EM para o leite fortificado com 4 pg kg' com as B-
lactamas estudadas encontra-se na Figura 9.
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Figura 9. Cromatograma MSR obtido por CL-EM-EM para leite fortificado
com 4 ug kg de amoxilina, ampicilina e do padrdo interno (penicilina V). As
linhas verticais demarcam as JTR. Adaptado da ref. 28

Os autores observaram um entupimento parcial da coluna de
guarda C18 utilizada no sistema cromatografico, o que foi atribui-
do a presenca de sais insoliveis em dgua nos produtos de extracio
do figado e dos rins bovinos. Mesmo assim o método apresentou
boa precisio, exatiddo e LD < 1 pug kg para ambos os analitos nas
matrizes avaliadas®.

Matabudul er al.* desenvolveram um método para a determi-
nagdo simultanea de antibidticos iondforos (lasalocide, monensina,
narasina e solinomina) em figado de animais de diferentes espéci-
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es e em leite, previamente extraidos com acetonitrila e por EFS
utilizando cartuchos de silica e analisados por CL-EM-EM utili-
zando IEN no modo positivo e varredura MRM. Os antibidticos
ion6foros complexam com cétions (K*, Na*, Ca* ¢ Mg*) e sdo
lipossoluveis.

A voltagem da IEN para obtenc@o de ions produto [M+Na]* foi
ajustada utilizando solugdes de padrdes dos agrotdxicos dissolvi-
dos na FM (acetonitrila, metanol, tetraidrofurano, dgua e dcido
trifluoracético 67:10:10:13:0,1 v/v). Nao foram observados inter-
ferentes nos espectros e recuperagdes semelhantes foram obtidas
para as diferentes matrizes, de forma que foi possivel considerar o
método desenvolvido robusto e versatil. Como o tempo de preparo
das amostras neste método foi menor que 3 h, ele pode ser empre-
gado na anélise de mais de 40 amostras por dia®.

Andersen et al** desenvolveram um método para determinagéo
de algumas tetraciclinas, antibidticos veterindrios também utiliza-
dos em aquacultura, em amostras de camardo e leite integral usando
CLAE, com detecgdo por ultravioleta e a confirmacio do residuo
por EM e EM-EM. As amostras de leite e camardo foram extraidas
adicionando-se dcido succinico e, em seguida, foi realizada uma eta-
pa de limpeza por EFS. O espectrdometro de massas, um triplo
quadrupolo usando IEN no modo positivo, foi ajustado para realizar
a varredura no modo MSR, de maneira que foi possivel confirmar a
presenca do residuo de trés tetraciclinas (tetraciclina, oxitetracilina
e clorotetraciclina) em concentracdes entre 25 e 400 ng g'.

Nicolich et al*' desenvolveram um método para determinagdo
de cloranfenicol em leite por LC-EM-EM no modo MRM, com
IEN e utilizando padrio interno marcado isotopicamente (deuterado
- D5). O cloranfenicol € um antibidtico de largo espectro que &
capaz de causar doengas sanguineas fatais em seres humanos. Além
disso, ndo € possivel estabelecer um limite para a presenga de seus
residuos e de seus metabdlitos nos alimentos que garantam a segu-
ranca dos consumidores, ou seja, 0 LMR do cloranfenicol ndo pode
ser determinado. Desta maneira, o uso do cloranfenicol em ani-
mais geradores de alimentos ¢ proibido em diversos paises, inclu-
sive no Brasil.

As amostras de leite foram fortificadas com o padrdo interno e
submetidas a extracdo liquido-liquido com acetato de etila e uma
solugdo de 4cido férmico (10 mmol L7). A separacdo cromatogréfica
foi realizada empregando-se uma coluna cromatografica Varian
Pursuit em combinacdo com uma coluna de guarda Varian
MetaGuard e, como FM, foram utilizadas solugdes de 0,1% de
acido férmico em dgua e 0,1% de dcido férmico em acetonitrila. A
curva analitica foi obtida utilizando-se o branco da matriz fortifi-
cado com solucdes de padrdo de cloranfenicol. O método desen-
volvido apresentou limite de decisdo de 0,05 ng mL"! e capacidade
de deteccdo de 0,09 ng mL"', os quais foram calculados a partir das
curvas analiticas, assim como boa exatiddo e precisdo, de forma
que este método pode ser aplicado no monitoramento do
cloranfenicol em amostras de leite obtidas em supermercados bra-
sileiros®!.

Mottier et al.®® realizaram a determinag¢@o quantitativa de qua-
tro metabdlitos de nitrofurano (furaltadona, furazolidona,
nitrofurantoina e nitrofurazona) em carne por CL-EM-EM com IEN,
utilizando padrdes internos marcados isotopicamente. Os nitro-
furanos sdo utilizados como aditivos em ra¢@o animal para o trata-
mento profildtico e terapéutico de doengas causadas por bactérias
e protozodrios e alguns deles foram proibidos na Europa por serem
mutagénicos e carcinogénicos. As amostras foram primeiramente
extraidas com acetato de etila e, em seguida, foram submetidas a
uma etapa de limpeza por EFS para posterior inje¢do no sistema
CLAE, no qual foi utilizado gradiente linear para elui¢do dos
analitos em fase reversa.
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Para quantifica¢do dos analitos foi empregada a padronizagio
externa utilizando padrdes dos agrotéxicos em dgua e no branco da
matriz com adi¢do de padrdes internos dos analitos marcados
isotopicamente. Alguns dos padrdes internos marcados isotopica-
mente (deuterados) ndo se comportaram da mesma forma que os
compostos endégenos durante o processo de andlise e por isso, ndo
foram considerados apropriados™®.

Nao foram observados picos de interferentes nas transi¢des
monitoradas quando se utilizou o branco da matriz contendo ape-
nas os analitos e os padrdes internos. Quando se compararam as
curvas analiticas com os padrdes dos agrotoxicos em agua e no
branco da matriz, foi verificado que ndo houve uma completa com-
pensacgdo dos efeitos da matriz pelo uso dos padrdes internos. Po-
rém, como os resultados obtidos para ambas as curvas analiticas
ndo foram significativamente diferentes, utilizou-se a curva anali-
tica empregando padrdes em dgua para a validacdo do método. O
método proposto foi considerado seletivo e confirmatério para
deteccdo dos analitos em niveis abaixo dos LMR*.

Heller et al.** realizaram a quantificagdo de residuos de
sulfonamidas (sulfacetamida, sulfacloropiridazina, sulfadiazina,
sulfadimetoxalina, sulfadimetoxina, sulfagiianidina, sulfamerazina,
sulfametazina, sulfametiazol, sulfametoxazol, sulfametoxipiri-
dazina, sulfamonometoxina, sulfanilamida, sulfapiridina, sulfatiazol
e sulfisoxazol) em ovos por CLAE com detecgdo ultravioleta e
confirmacdo por EM-EM.

As amostras foram extraidas com acetonitrila, seguida de uma
etapa de limpeza por EFS utilizando um cartucho de C18. Os analitos
foram separados por CLAE em fase reversa (coluna C18) utilizando
eluicdo por gradiente, ionizagdo por IEN e detec¢do por EM-EM em
um espectrometro de massas “ion-trap”. Os fons moleculares
protonados foram isolados e dissociados para obtencdo do espectro
de massas a partir da varredura de todos os fons produtos™®.

Duas das sulfonamidas analisadas nesse trabalho (sulfameto-
xipiridazina e sulfamonometoxina) possuem a mesma massa mo-
lar e geraram espectros que continham os mesmos fons produtos e
por isso ndo puderam ser diferenciadas uma da outra®.

A andlise de quatro 5-nitroimidazdis (dimetridazol, ipronidazol,
metronidazol e ronidazol) e seus correspondentes metabdlitos
hidroxilados em ovos, ovos processados e carne de frango foi rea-
lizada por Mottier er al.** utilizando CL-EM-EM e padrdes inter-
nos marcados isotopicamente. Os 5-nitromidazdis sdo antibidticos
de uso veterindrio suspeitos de serem carcinogénicos e mutagénicos
em seres humanos. Estes compostos sdo metabolizados rapidamente
e alguns de seus metabdlitos sdo carcinogénicos e mutagénicos em
certas espécies de animais, daf a importancia de se monitorar nao
s6 os antibidticos, mas também seus metabdlitos.

As amostras de ovos foram fortificadas com padrdes internos
dos analitos deuterados e depois submetidas a extragdo com
acetonitrila e posterior etapa de limpeza por EFS. As amostras de
carne foram também fortificadas com os padrdes internos deutera-
dos, mas foram extraidas com acetato de etila e apenas filtradas
apos a extragdo, antes de serem injetadas no cromatdgrafo. No sis-
tema cromatografico foi utilizada a eluicdo por gradiente linear
em fase reversa para separar os analitos. O espectrdmetro de mas-
sas, um triplo quadrupolo, foi ajustado ao modo MRM para o
monitoramento de duas transi¢des para cada S-nitroimidazol e seus
correspondentes padrdes internos. Os analitos foram ionizados por
IEN no modo positivo*.

O método de extragdo utilizado permitiu que mais de 150 inje-
¢des de amostras fossem realizadas sem perdas no desempenho da
coluna cromatografica ou contaminagdo excessiva do espectrdometro
de massas. Como ndo foram observadas diferencas significativas
entre as curvas analiticas obtidas com padrdes dos analitos em dgua
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e no branco da matriz, a calibracdo com padrdes aquosos foi utili-
zada, permitindo que a quantificacdo de 5 dos 7 analitos avaliados
fosse realizada de maneira precisa e exata. Estes 5 compostos pos-
sufam um padrio interno andlogo, isotopicamente marcado, os
demais ndao*.

APLICACAO DE CL-EM-EM E CG-EM-EM NA DETER-
MINACAO DE TOXINAS EM ALIMENTOS

Chen et al® desenvolveram um método para determinacdo de
aflatoxinas em leite liquido e em p6, utilizando EFS com alta va-
zdo e CL-EM-EM. As aflatoxinas sdo metabdlitos secunddrios da
Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus, sendo encontradas
freqiientemente em cereais contaminados e frutas secas. A aflatoxina
B, (AFB)) € a que possui maior toxicidade, uma vez que pode cau-
sar cancer de figado quando um individuo € exposto por longo tempo
a esta toxina, principalmente quando se tratam de pessoas com
hepatite B. O principal metabdlito da AFB, € a aflatoxina M,
(AFM,), que € menos carcinogénica que AFB, e pode ser encontra-
da na urina, sangue, leite e 6rgdos internos de animais infectados.

Os autores utilizaram um triplo quadrupolo com IEN no modo
MSR. Como em IEN o pH da FM ¢ critico para a intensidade do
sinal, foram testadas solug¢des aquosas de 4cido férmico (pH 2,9) e
4-metilmorfolina (pH 9,7) para os modos negativo e positivo, res-
pectivamente, com a inje¢do de 30 ng de AFM, no sistema
cromatografico. Os picos produzidos a partir dos fons negativos fo-
ram melhores que do {on protonado, tanto em relacdo a forma, quan-
to a proporcao sinal/ruido. Observaram que os diferentes materiais
utilizados na etapa de limpeza por EFS (colunas de imunoafinidade
Afla M, - IAC e Mycosep 226 - MFC) tiveram influéncia sobre os
efeitos da matriz no sinal, uma vez que quando se utilizou a coluna
TAC nio foram observados efeitos de matriz, mas utilizando a colu-
na MFC foi observada a supressdo do sinal em amostras reais. De
acordo com os resultados obtidos, os autores afirmaram nao haver a
necessidade de utilizar o branco da matriz para construcdo da curva
analitica, uma vez que o método foi linear®.

A utilizacdo da deteccdo por EM-EM possibilitou a obtencio
de LD até 85 vezes menores que os limites reguladores da Unido
Européia (50 ng L") para o leite liquido e até 3 vezes mais sensi-
veis que o nivel méximo estabelecido para bebés (25 ng kg') no
leite em pd, determinado pela Unido Européia®.

O desenvolvimento de uma metodologia para determinagdo de
azaspiracide em mariscos por CL-EM-EM foi realizado por Draisci
et al 3. A azaspiracide é uma toxina responsével por casos de into-
xicac@o de seres humanos resultante do consumo de mariscos na
Europa. Este analito foi extraido de mexilhdo utilizando acetona e,
a seguir, foi submetido a andlise cromatografica usando uma
microcoluna C18 (fase reversa) e eluicdo isocrdtica, a uma vazio
de 30 uL min', com acetonitrila:dgua (85:15 v/v) contendo 0,03%
de 4cido trifluoracético. A toxina foi ionizada numa interface IEN
operando no modo positivo, sendo gerada somente, como fon pre-
cursor, a molécula protonada. Por DIC, em um triplo quadruplo, o
fon precursor foi dissociado em trés fons produto, [M+H-nH,OJ*
com n = 1-3, os quais foram identificados utilizando MSR. Com o
método desenvolvido foi possivel obter boa linearidade no interva-
lo de concentragdo entre 0,1 e 1 ug mL"' (padronizagdo externa) e
LQ instrumental consideravelmente menor que o limite obtido em
ensaios bioldgicos.

Rundberget e Wilkins® realizaram a determinagéo de micotoxi-
nas do Penicillium (idcido micofenolitico, chaetoglobosina B,
griseofulvina, penitrem A, roquefortine C e verruculogena) em ali-
mentos utilizando LC-MS-MS. Os autores ressaltaram que, devido
a grande toxicidade das micotoxinas do Penicillinum, hd a necessi-
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dade do uso de técnicas de andlise com as quais se consiga atingir
baixos limites de detec¢@o. Para algumas destas toxinas, na Unido
Européia, € legalmente aceitavel concentragoes de 5 ng g em graos.
Os alimentos selecionados para realiza¢do da andlise foram extra-
idos primeiramente com uma mistura de acetonitrila/dgua e, em
seguida, com hexano para eliminar a gordura. O extrato aquoso
filtrado foi injetado no sistema cromatografico, no qual foi empre-
gada uma coluna C18 (fase reversa) e elui¢do por gradiente inicia-
da com uma mistura de metanol e d4gua na propor¢ao de 40:60 v/v
e terminada, apds 15 min, com a propor¢ao de 95:5 v/v da mesma
mistura de solventes. O sistema cromatografico encontrava-se
acoplado a um espectrometro “ion-trap” operando com interface
IEN ou IQPA, no qual foi utilizado o0 modo MSR para obten¢do do
espectro de massas.

Nesse trabalho, os autores observaram que a altura e a drea dos
picos obtidos para as micotoxinas por CL-EM-EM dependem da
matriz, pois numa mistura das matrizes analisadas elas foram até
40% menores que as obtidas com padrdes das micotoxinas em
metanol:dgua. Ficou, portanto, evidente o efeito da supressdo dos
componentes das matrizes sobre a ionizagdo das diferentes espéci-
es de micotoxinas analisadas. Por esse motivo, os autores realiza-
ram a quantificacio utilizando o branco da matriz e padrdo inter-
no. O método desenvolvido foi capaz de determinar as micotoxinas
de interesse em concentragdes abaixo de 5 ng g!, como desejado?’.

Lau et al.*® desenvolveram um procedimento para a determina-
¢do de micotoxinas da Alternaria (alternariol e monometil éter
alternariol) em sucos de frutas e bebidas alcodlicas por CLAE-UV,
CL-EM e CL-EM-EM. Estas micotoxinas sdo apontadas como pos-
siveis causadoras de cancer no eso6fago de seres humanos.

As amostras foram submetidas a extragdo em fase sdlida, na
qual foram empregados cartuchos de C18 e aminopropil em série.
Os eluatos das bebidas alcodlicas foram evaporados em um rota-
evaporador para eliminagio do etanol. No sistema CL-EM o modo
de varredura utilizado foi o MIS e no sistema CL-EM-EM foi em-
pregado um triplo quadrupolo com ionizac¢do por IQPA ou IEN, no
modo negativo e varredura MRM™*.

Os autores observaram que os sinais obtidos na andlise por
CLAE-UV foram mais intensos que os obtidos por CL-EM e CL-
EM-EM, o que mostra que o sinal em CLAE-UV sofre uma maior
interferéncia da matriz. Em CL-EM, ndo foi possivel detectar os
analitos presentes em baixos niveis de concentragdo em certas
matrizes, devido a uma elevada interferéncia da matriz. Mas em
CL-EM-EM, a alta detectabilidade obtida permitiu a determinagio
de sub ng mL"! das micotoxinas analisadas™®.

Outro trabalho de determina¢@o de micotoxinas em alimentos
foi realizado por Haubl et al.*’, que utilizaram CL-EM-EM para
determinagdo de dioxinivalenol em milho, empregando um padrao
interno marcado isotopicamente (*C).

Ap0s a adigdo de padrdo interno a amostra, esta foi submetida
a extracdo com uma mistura de acetonitrila:dgua (84:16 v/v) para
posterior filtragdo, evaporacdo e redissolu¢do do extrato em dgua.
O produto da extragio foi injetado em um sistema cromatografico
operando em fase reversa com eluicdo por gradiente linear, empre-
gando uma mistura de metanol:dgua como fase mével. O sistema
cromatografico foi acoplado a um “ion-trap” com ionizagdo por
IEN no modo negativo e varredura MRM?®.

Foram utilizadas soluc¢des padrao dos agrotéxicos em dgua con-
tendo padrdo interno e foram construidas duas curvas analiticas: uma
com o padrdo interno e outra por padronizacdo externa. Utilizou-se
um material de referéncia contendo (470 + 30) ug kg' da micotoxina,
para avaliar as duas curvas analiticas. Para a curva construida consi-
derando-se os padrdes internos obteve-se uma concentragdo de (463
+ 16) ug kg' da micotoxina com recuperagdo de 99% para n=7 e



634 Chiaradia et al.

para a curva com padroniza¢@o externa obteve-se uma concentracao
de (176 + 22) ug kg da micotoxina com recuperacdo de 37% para
n=7. Esta diferenca significativa observada nos resultados mostra
que o uso de padrio interno € capaz de compensar variacdes experi-
mentais e instrumentais, mas compensa principalmente a supressiao
idnica ocasionada pela matriz que ocorre em CL-EM-EM, apesar da
grande seletividade e detectabilidade desta técnica®.

Eppe et al.*, numa tentativa de aumentar a detectabilidade em
um sistema CG-EM-EM, utilizaram um injetor no sistema cromato-
grafico que possibilitava a inje¢do de grandes volumes de amostra,
para analisar dioxinas do género policlorodibenzo-p-dioxina/furano
(PCDD/F) em alimentos. Os resultados foram comparados aos ob-
tidos para as mesmas amostras analisadas por CG com detecc¢io
por um espectrometro de massas de alta resolugdo.

As amostras de alimentos analisadas, carne bovina gordurosa,
gema de ovo e leite em pd, foram submetidas a extracdo em fase
liquida sob alta pressdo com uma mistura de diclorometano:pentano
(1:1 v/v), passando em seguida por uma etapa de limpeza em um
sistema no qual foi empregada uma coluna de silica dcida de alta
capacidade, uma pequena coluna com multiplas camadas de silica,
uma coluna de alumina alcalina e uma coluna de carbono PX-21. No
sistema CG-EM-EM, foi utilizado um “ion-trap” com ioniza¢do por
IE, empregando gas hélio para promover a dissociagdo dos analitos
por DIC. Os resultados obtidos mostraram uma boa concordancia
entre as técnicas utilizadas, de maneira que a CG-EM-EM com inje-
¢do de maiores volumes pode ser atrativa para detec¢do de pg kg de
toxinas em alimentos devido ao seu menor custo em comparagio a
técnica que utiliza o espectrometro de massas de alta resolu¢ao®.

APLICACAO DE CG-EM-EM E CL-EM-EM A DETER-
MINACAO DE SUBSTANCIAS TOXICAS GERADAS
DURANTE O PREPARO DOS ALIMENTOS

Hoenicke er al.*! realizaram a andlise de acrilamida em dife-
rentes tipos de alimentos utilizando CL-EM-EM e CG-EM-EM.
Atribui-se a presenca de acrilamida em alimentos a reacdo de
Maillard, que € responsavel pelos sabores e coloragdo “marrom”
caracteristicos de alimentos fritos e assados. Segundo os autores, o
monitoramento da presenca de acrilamida em alimentos se faz ne-
cessdria por ser considerada um composto potencialmente carci-
nogénico. Nesse trabalho foram utilizadas duas técnicas de extra-
¢do, sendo que uma delas foi realizada com iso-hexano, seguida
por uma etapa de purificagdo com hexacianoferrato de potdssio e
sulfato de zinco (precipitagdo de Carrez). Na outra técnica, a ex-
tragdo foi feita com dgua em banho de ultra-som, seguida de puri-
ficacdo empregando a precipitacdo de Carrez e uma etapa de extra-
¢éo com acetato de etila. Segundo os autores, o uso da precipitacdo
de Carrez para purificacdo da amostra permitiu que mais de 60
amostras fossem preparadas por dia. Porém, esta etapa foi insufi-
ciente para purificar amostras de matrizes muito complexas, como
café solivel e cacau, daf a necessidade de se realizar uma etapa
“extra” de extrac@o. Esta etapa adicional foi capaz de eliminar as
interferéncias espectrais.

A andlise por CL-EM-EM foi realizada utilizando IEN no modo
positivo e um triplo quadrupolo ajustado para obtencéo dos espectros
por MRM. No sistema cromatografico foi empregada eluicdo por gra-
diente utilizando como fase mével uma mistura de acetonitrila:acido
acético 1% em fase reversa (coluna LiChrospher 100 CN), numa va-
z3o de 0,7 mL min'. No sistema CG-EM-EM o cromatdgrafo a gds
foi acoplado a um triplo quadrupolo, sendo utilizada a IQ para ionizacdo
do analito no modo positivo e MSR para obtengéio dos espectros de
massas. Com CL-EM-EM foi possivel obter um LD de 10 pg kg' e
com CG-EM-EM, o LD foi de 5 ug kg “.

Quim. Nova

Outro trabalho visando a determinacdo de acrilamida em ali-
mentos por CL-EM-EM foi realizado por Bermudo et al.>. Para isso
foi empregado um espectrometro “ion-trap” e a ionizagdo do analito
foi realizada no modo positivo por IQPA. No sistema cromatografico
foi utilizada fase reversa e uma FM com 100% de 4dgua, a uma vazao
de 0,3 mL min™. Antes da etapa de extragdo foi adicionado as amos-
tras um padrdo interno de acrilamida marcada isotopicamente para
posterior quantificacdo. A extracdo foi feita com dgua, por agitacdo
e, em seguida, a limpeza foi realizada por EFS.

O método desenvolvido por Bermudo ef al.** foi aplicado a 30
amostras de alimentos coletadas em supermercados de Barcelona e
quando a acrilamida estava presente nas amostras em concentragdes
inferiores ao LD de 45 ng g, obtido utilizando o “ion-trap”, empre-
gava-se um triplo quadrupolo ajustado ao modo de varredura MRM
para efetuar a determinagdo. Os maiores teores de acrilamida foram
encontrados em batatas fritas (500 a 9250 ng g™).

Zhang et al.*® determinaram acrilamida em alimentos infantis
a base de cereais por CL-EM-EM, empregando, para isto, um tri-
plo quadrupolo e ionizagdo por IEN no modo positivo. A gordura
presente nas matrizes analisadas foi extraida com éter de petréleo
e, em seguida, a extracdo foi realizada com uma solu¢@o aquosa de
cloreto de sédio (2 mol L) e acetato de etila. A etapa de limpeza
do extrato foi realizada por EFS. Antes de serem submetidas a ex-
tracdo, as amostras receberam a adicdo de um padrdo interno de
acrilamida marcada isotopicamente, com o objetivo de verificar a
ocorréncia de perdas durante o pré-tratamento da amostra e tam-
bém para seu emprego na quantificagdo, uma vez que as curvas
analiticas foram obtidas pela razdo entre a drea do pico cromato-
grafico da acrilamida ndo marcada e a marcada presente nos pa-
drdes utilizados. Apds a validagdo, os autores concluiram que o
método desenvolvido € seletivo, preciso e robusto e pode ser em-
pregado na determinacdo de acrilamida em baixos niveis de
concentragdo em alimentos (LQ de 3 ug kg").

Andrzejwski et al.** otimizaram um método para determina-
¢do de acrilamida em café solivel, pronto e em grios por CL-EM-
EM. Foi adicionado padrio interno marcado isotopicamente (*C)
as amostras para sua posterior extracdo com dgua, seguida de uma
etapa de limpeza por EFS, com colunas Oasis HBL. A andlise por
CL-EM-EM foi realizada em fase reversa no sistema cromatogra-
fico, empregando-se uma coluna Synergi Hydro-RP, com particu-
las de 4 pm. Foi usada eluigdo isocratica, com fase mével de 0,5%
de metanol em dgua, acoplado a um triplo quadrupolo com ionizagao
por IEN e varredura MRM.

Gracas ao emprego de um padrdo interno estdvel, os autores pu-
deram observar a perda do sinal da acrilamida ap6s sucessivas inje-
¢oes do extrato de café. Este problema pode ser solucionado ajustan-
do-se a temperatura da coluna. Foi também observada a presencga de
interferentes co-extraidos nos cromatogramas obtidos, porém, estes
sinais nfo interferiram no sinal da acrilamida ou do padrdo interno
gracas a boa resolucéio cromatogréfica obtida. O método desenvol-
vido apresentou boa linearidade e possibilitou verificar a presenca
de acrilamida em diversas marcas populares de café®.

CONCLUSOES

Considerando as aplicacdes da cromatografia com detec¢éo
por espectrometria de massas acoplada a espectrometria de mas-
sas apresentadas nesta revisdo, certifica-se que esta técnica mos-
trou-se bastante eficiente na andlise de substancias toxicas, em
nivel de tragos em alimentos, no sentido de terem sido atingidos,
na maioria das técnicas de andlise desenvolvidas, LQ abaixo dos
LMR dos compostos de interesse, de ter sido possivel detectar a
maioria dos compostos que se desejou analisar, de ter sido detec-
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tado um grande nimero de analitos de diferentes classes simulta-
neamente, no caso de andlises multirresiduais, e da possibilidade
de confirmar a identidade dos compostos analisados com exati-
dao, gragas aos diferentes modos de varredura e ioniza¢do que
podem ser utilizados.

Em alguns dos trabalhos descritos, ficou evidente a dificuldade
em obter o sinal do analito livre de interferéncias geradas pela matriz
analisada. Apesar da grande seletividade da técnica EM-EM, ali-
mentos sdo matrizes muito complexas, das quais nem sempre €
possivel extrair o analito sem que interferentes estejam presentes
nos extratos obtidos. Este problema mostrou-se mais grave quando
os analitos de interesse estdo presentes em matrizes com grande
teor de gordura, como carnes, leite e 6leos, para as quais foi neces-
sdrio empregar etapas de limpeza por EFS ou CPG no processo de
preparo da amostra. Entretanto, muitas das técnicas de extragdo
utilizadas sdo trabalhosas e demoradas, de forma que a sua aplica-
¢do em andlises de rotina se torna dificil.

Outra limitagdo da aplica¢do da cromatografia com deteccio
por espectrometria de massas acoplada a espectrometria de massas
em andlises de rotina € que vdrios parametros instrumentais tém
que ser otimizados para cada analito, como energia de ionizagdo,
ajuste das JTR, energia de dissocia¢do (quando se utiliza DIC),
para que sejam obtidos espectros de massas com abundancias rela-
tivas dos fons de interesse adequadas. Porém, para um método de
determinacdo multirresidual com detec¢do por EM, o instrumento
tem que ter seus pardmetros ajustados de forma adequada para
monitorar todos os analitos simultaneamente, mas ndo necessaria-
mente na condicdo 6tima para cada analito. Isto pode levar a uma
detec¢do pouco sensivel de alguns compostos, principalmente quan-
do pertencem a classes diferentes.

A capacidade desta técnica de fornecer informagdo estrutural
com exatiddo permite que se realize a disting@o entre compostos
isobdricos de interesse ou provenientes da matriz, quando estes
produzem um espectro de massas com fons fragmentos distintos.
Mas, alguns compostos isobdricos geram espectros de massas com
ions fragmentos de mesma massa. Neste caso, EM-EM ndo € ca-
paz de distingui-los. Em alguns casos, a aplicagdo de EM" possibi-
lita diferenciar entre estes tipos de analitos, porém, na maioria dos
casos causa uma diminui¢do da detectabilidade, seletividade e au-
mento na razdo sinal/ruido.

A maior seletividade de EM-EM reduz a necessidade de se
obterem separacdes cromatograficas com grande resolugdo, uma
vez que esta técnica permite identificar e, muitas vezes quantificar,
compostos que coeluem.

Os dados obtidos com EM-EM nido sdo mais complexos que
aqueles provenientes da EM “convencional”, de forma que os ana-
listas que dominam a técnica de EM podem obter resultados com
maior seletividade utilizando EM-EM. Espectrémetros como o “ion-
trap” apresentam a versatilidade de poderem ser ajustados para
operar nos dois modos, EM e EM-EM, dispensando maiores inves-
timentos na parte instrumental para obten¢do de maior seletividade.

Tanto espectrometros “ion-trap” quanto triplos quadrupolos sdo,
com maior freqiiéncia, empregados na andlise de compostos toxi-
cos em alimentos. Porém, os triplos quadrupolos permitem a ob-
tengdo de menores LD, de forma que podem ser mais adequados
em casos de compostos com menores LMR.

Uma das principais vantagens de se acoplar a cromatogrefia a
EM-EM ¢€ que a EM-EM permite a identificagdo de compostos com
alto grau de confianga, o que ndo seria possivel apenas com base nas
caracteristicas de retencdo/eluicdo dos compostos, fornecidas por
outros detectores utilizados em CLAE e CG. Outra vantagem muito
importante € que, quando os analitos de interesse fazem parte de
uma mistura, apenas utilizando a técnica espectrométrica, o espec-
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tro de massas obtido apresentaria fons de todos os componentes des-
ta mistura e a identificacdo dos analitos seria feita com maior difi-
culdade. Mas, gracas a combinac¢do da espectrometria com a capaci-
dade de separagdo da cromatografia, na maioria das vezes compos-
tos “puros” sdo introduzidos no espectrdmetro de massas, de manei-
ra que podem ser identificados de forma inequivoca.

O alto custo do equipamento empregado em EM-EM torna sua
utiliza¢@o invidvel em muitos laboratérios. Porém, hoje, seu valor
ja se encontra menor devido a concorréncia de mercado e muitas
das vantagens associadas ao uso da EM-EM podem compensar o
alto investimento inicial.

SIMBOLOS

AE afinidade eletrdnica

AP afinidade protonica

ATV analisador de tempo de voo (“Time-of-Flight
Analiser”)

CG cromatografia gasosa (“‘gas chromatography”)

CG-EM cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas

CG-EM-EM cromatografia gasosa com deteccio por
espectrometria de massas acoplada a espectrometria
de massas

CIT cromatografia de fons totais (“total ion chromato-
gram”)

CLAE cromatografia liquida de alta eficiéncia
(“high performance liquid chromatography”)

CLAE-UV cromatografia liquida de alta eficiéncia com
deteccdo por ultra-violeta

CL-EM cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas

CL-EM-EM cromatografia liquida com detecc¢do por
espectrometria de massas acoplada a espectrometria
de massas

CPG cromatografia por permeagdo em gel
(“gel permeation chromatography”)

DIC dissociagdo induzida por colisdo com um gas inerte
(“collision-induced dissociation”)

EFS extracdo em fase solida (“solid phase extraction”)

EM espectrometria de massas (“mass spectrometry”)

EM, primeiro estagio de espectrometria de massas na
espectrometria de massas acoplada a espectrometria
de massas

EM, segundo estdgio de espectrometria de massas na
espectrometria de massas acoplada a espectrometria
de massas

EM-EM espectrometria de massas acoplada a espectrometria
de massas

FIPA fotoionizacdo em pressdo atmosférica
(“atmospheric pressure photoionization™)

FM fase movel

hy energia do féton irradiador

IE ionizagdo por impacto de elétrons
(“electron ionization”)

IEN ionizacdo por eletronebuilizag¢ao
(“electrospray ionization”)

IQPA ionizag¢@o quimica a pressdo atmosférica
(“‘atmospheric pressure chemical ionization™)

1Q ioniza¢do quimica (“chemical ionization”)

JTR janela de tempo de retengdo
(“retention time window”)

LD limite de deteccdo
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MIS monitoramento de fons selecionados (“selected ion
monitoring”)

LMR niveis mdximos de residuo
(“maximum residue levels”)

LQ limite de quantificacao

MIS monitoramento dos fons selecionados (“selected ion
monitoring”)

MRM monitoramento de reagdes multiplas
(“multiple-reaction monitoring”)

MSR monitoramento seletivo de reacdes
(“selected-reaction monitoring®)

m/z razdo entre a massa e a carga de um fon

PI potencial de ionizagdo (“ionization potencial’)

Q-ATV instrumento em que o dltimo estdgio de um triplo
quadrupolo € substituido por um analisador de
tempo de voo
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