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RESUMO

Em virtude dos problemas associados a contamina¢ao ambiental e do ser humano por
residuos quimicos provenientes da agropecudria, o desenvolvimento de métodos eficientes para
a analise desses residuos ¢ fundamental para o controle do seu uso excessivo e abusivo. Desta
forma, este trabalho traz uma revisdo do que ¢ descrito na literatura sobre a aplicacdo da
metodologia QUEChERS, uma forma de andlise rapida, barata, eficiente e ambientalmente
amigavel, na deteccdo de compostos em diferentes matrizes. Uma introdugdo sobre a
metodologia ¢ apresentada, pontuando genericamente as etapas do procedimento e a sua
relevancia em analises quimicas. As suas aplicacdes, com enfoque maior na andlise de
pesticidas em alimentos também ¢ discutida. Por fim, uma perspectiva sobre as tendéncias

futuras da aplicagdo do QUEChERS ¢ brevemente abordada.

Palavras-chave: QUEChERS, Alimentos, Pesticidas, FaArmacos, Micotoxinas.



ABSTRACT

Due to the problems associated with human and environmental contamination by
chemical residues from farming, the development of efficient methods to analyze those residues
1s essential to control the abusive and excessive use. Therefore, this work shows a review about
what is described in the literature on the applications of QUEChERS methodology, which is a
fast, cheap, and environmental-friendly sample preparation technique, in the determination of
chemical compounds in different matrixes. An introduction about the methodology is
presented, highlighting the general of this procedure and its relevance in chemical analysis.
Applications, focused on pesticides detection in food samples, are reviewed as well. Finally,

future perspectives and trends of QUEChERS applications are briefly discussed.

Keywords: QuUEChERS, Food, Pesticides, Drugs, Mycotoxins.
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1. INTRODUCAO

A quimica analitica surgiu a partir da necessidade de se identificar e quantificar os
componentes de um material. Desde o comego da quimica moderna, a analise de materiais foi
a base para o desenvolvimento das outras grandes areas da quimica e, atualmente, a quimica
analitica se expandiu para aplica¢des que vao muito além dos laboratdrios de pesquisa. Varios
ramos da industria, agropecuaria, criminalistica e meio ambiente dependem de métodos
analiticos para funcionarem'.

Devido a importancia de uma analise quimica, € necessario que essa analise seja feita
de forma bem metodica, afim de se minimizar qualquer forma de contaminagdo e perdas do
analito que possa comprometer a confiabilidade do resultado final. De modo geral, a analise de
uma amostra pode ser dividida em quatro etapas, conforme esquematizado na Figura 01, e cada
uma dessas etapas devem ser executadas de forma cuidadosa para garantir a confiabilidade do

resultado apos a analise?.

Figura 1. Esquema representando as etapas a serem realizadas para se fazer uma analise

quimica.

Coleta da ‘ Preservagao
amostra da amostra

- Preparo da
Anlise T £
amostra

Fonte: Adaptado da referéncia 2.

O primeiro passo a ser feito durante uma analise € a coleta da amostra ou amostragem.
Essa etapa deve ser realizada de modo que a amostra represente todo o material a ser analisado.
Idealmente, todo o material deveria ser a amostra, mas, além disso ser impraticavel devido a
destrutibilidade de algumas formas de analise, o tamanho e a constituigdo podem tornar
impossivel a analise de um material inteiro'-2.

Apds a coleta, a amostra dever ser conservada, tendo em vista que a analise geralmente

ndo ocorre imediatamente apo6s a amostragem. O objetivo da preservagdo da amostra € manter
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a integridade das suas propriedades fisico-quimicas para que a andlise corresponda fielmente
ao objeto a ser analisado. Procedimentos de conservagao de uma amostra variam desde os mais
simples, como protegdo contra a luz e/ou o ar atmosférico, a outros mais complexos, como
resfriamento a frio intenso (- 18 °C) e adigdo que reagentes quimicos?.

A ultima etapa antes da analise consiste no preparo da amostra, a qual ocorre quando a
amostra precisa de um tratamento prévio para ser analisada, pois dependendo do tipo de matriz
ndo ¢ possivel realizar a andlise diretamente. Um exemplo ¢ a preparacdo de amostra para
analise de pesticidas no figado de peixes. Como ndo ¢ possivel analisar o figado diretamente, ¢
necessario fazer uma extra¢do para uma solugdo, a qual serd analisada. O tipo de preparagdo a
qual uma amostra ¢ submetida estd diretamente relacionado com a maneira como serd feita a
analise?.

Desta forma, uma vez que a amostra esta preparada, a andlise ¢ realizada por meio de
algum instrumento analitico. A instrumenta¢do a ser escolhida varia conforme a natureza
quimica do analito a ser detectado e o tipo de informagao que quer se obter. Por exemplo, para
a analise de compostos organicos, geralmente sdo usados cromatdgrafos e espectrometros de
massas. Por sua vez, alguns ions metéalicos sdo comumente analisados por espectrofotometros
de absor¢io atdmica®.

Entretanto, por mais sofisticado que um instrumento analitico seja, ele ainda ndo sera
capaz de corrigir erros sistematicos ocorridos nas etapas anteriores a andalise. Por essa razao,
todas as etapas devem ser realizadas de maneira minuciosa e ndo devem ser subestimadas,
especialmente a etapa de preparacdo da amostra. A redugdo de erros sistematicos na preparagao
de uma amostra pode ser garantida por meio do uso de metodologias eficientes, rapidas, simples

e que sejam preferencialmente baratas.

2. QuEChERS

A demanda por métodos analiticos mais eficientes, precisos e baratos sempre desafiou
os quimicos analiticos a trabalharem em novas técnicas de analise. Nas tltimas décadas, o
aumento da consciéncia global sobre a importancia da preservacdo do meio ambiente também
se somou aos incentivos para o desenvolvimento de métodos que ndo sejam ambientalmente
agressivos. Nessa perspectiva, novas metodologias foram elaboradas e algumas foram tdo

promissoras, como o método QUEChERS, que seu uso foi amplamente difundido.
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O QuEChERS (acronimo do inglés Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe) toi
desenvolvido pelo quimico alemdo Michelangelo Anastassiades e colaboradores no inicio dos
anos 2000, sendo a metodologia publicada pela primeira vez em 2003°. Sendo uma forma de
analisar pesticidas em alimentos, 0 QUEChERS fo1 desenvolvido com o objetivo de simplificar
os procedimentos de extragdo e purificagdo de uma amostra, minimizando os custos, o uso de
reagentes e o tempo de preparo da amostra. Apos algumas modificagdes no procedimento
original, o método QUEChERS foi oficialmente reconhecido pela AOAC International como
um método validado em 20076

De forma simplificada, o QUEChERS € um procedimento de preparagdo de amostra por
meio de extragdo liquido-liquido baseada no efeito salting-out seguida de uma extragdo em fase
solida. Além desse procedimento remover etapas adicionais de preparagdo de amostra, como
filtragdo e/ou precipitagdo, uma grande faixa de analitos pode ser isolada, mesmo de matrizes
complexas, e, simultaneamente, ocorre a eliminagdo significativa de interferentes. Um esquema
resumido indicando como funciona o método QuUEChERS esta mostrado na Figura 2. As etapas

estdo descritas detalhadamente a seguir.

Figura 2. Esquema do procedimento geral do método QuEChERS.

Adicdo de
acetonitrila N )
Amostra Extragao
homogeneizada s liquido-liquido
i Adicdo de - _
MgSO,/NaCl

Fase orgénica

MgSO,/PSA/C,q

Fa hY
Andlise 4 | Summ— | B0
fase organica em fase solida

Fonte: Adaptado da referéncia 7.
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2.1. Homogeneizacio da amostra

Devido ao fato do método QuEChERS usar uma quantidade de amostra muito menor
que outros métodos de preparagdo de amostra, ¢ necessario que a amostra esteja bem
homogeneizada e represente o mais fiel possivel o objeto original. Por essa razdo,
procedimentos de homogeneizagao e trituragdo da amostra sdo aplicados nesta etapa, de modo
que alguns gramas sdo suficientes para representar uma amostra pesando quilogramas. Em
especial para o procedimento de trituragdo, ele garante uma maximizacdo da superficie de
contato, permitindo o melhor contato com o solvente de extragdo e, consequentemente, uma

melhor eficiéncia’.

2.2. Extracéao liquido-liquido

Na etapa de extragdo liquido-liquido, dois componentes sdo essenciais: o solvente para
extragdo e o sal para o salting-out. Comumente, o solvente mais usado ¢ a acetonitrila devido
as vantagens que ela traz ao método, como a alta miscibilidade com agua, o que facilita o
processo de extracdo em amostras com alto teor de agua, e a capacidade de minimizar o efeito
de interferentes muito lipofilicos. Outra caracteristica vantajosa da acetonitrila ¢ a facilidade de
remocdo da sua agua residual por meio de um agente secante, como o sulfato de magnésio
(MgS04)’.

Apesar do amplo uso da acetonitrila como solvente de extragdo e, consequentemente,
de analise, ela possui algumas desvantagens com rela¢do ao seu uso em cromatografos gasosos.
A primeira ¢ a grande expansdo que a acetonitrila sofre ao se vaporizar, o que pode levar a
problemas no /iner do cromatdgrafo. Outra desvantagem ¢ com relacdo a sua volatilidade, a
qual ¢ menor do que outros solventes organicos e, por essa razao, aumenta o tempo de retengdo
do solvente®.

Com relagdo ao salting-out, os sais mais comuns usados no procedimento sdo o sulfato
de magnésio (MgSQ4) e o cloreto de sddio (NaCl). O MgSOs, além de favorecer o deslocamento
de analitos mais polares para a fase orgénica, facilita a separagdo entre as fases organica e
aquosa durante a parti¢ao entre os solventes. O NaCl, por sua vez, também serve para auxiliar

na migragdo dos analitos mais polares para a fase organica’.
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2.3. Extracao em fase sélida

Na etapa de extracdo em fase solida, o uso de uma combinacdo de agentes sorventes ¢é
fundamental para a eficiéncia da eliminacdo de interferentes. O procedimento padrdo desta
etapa consiste na adi¢do de uma aliquota do extrato obtido na etapa anterior a um frasco
contendo uma pequena quantidade do sorvente. A mistura &, entdo, agitada para promover a
homogeneizagdo e, consequentemente, facilitar o processo de remog¢do dos interferentes de
matriz. O fato da extragcdo em fase s6lida no QUEChERS usar apenas uma pequena aliquota do
extrato promove uma economia em tempo, trabalho e consumo de reagentes, o que contribui
significativamente para as vantagens do método.

De forma geral, trés agentes sorventes sdo usados: MgSQO4, PSA (amina primadria-
secundaria) e Cis (silica-octadecil). A fungdo do MgSOj4 é basicamente remover a agua residual,
enquanto que o PSA e Cig s@o usados para adsorver compostos mais lipofilicos, como acidos
graxos, vitaminas e pigmentos’. Contudo, a propor¢do dos agentes sorventes varia conforme a
constituicdo da amostra, sendo que em alguns casos, outros agentes, como o carbono grafitizado

(GCB), podem ser adicionados.

2.4. Analise

Ap0s a extragdo em fase solida, a amostra estd pronta para ser analisada. Devido ao
procedimento do método QUEChERS, o qual usa acetonitrila, as duas formas mais difundidas
de analise sdo a cromatografia gasosa (GC) e a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).
Ambas as técnicas, as quais algumas vezes sao acopladas com espectrometros de massas, sao
altamente eficientes na separacdo e detecgdo de varios compostos organicos. Alguns
procedimentos extras, como a adi¢do de acido férmico na aliquota a ser analisada, podem ser
feitos para melhorar a sensibilidade na detec¢do pelo espectrometro de massas’.

Apesar de o procedimento do QUEChERS ser validado, uma outra vantagem do método
¢ a sua flexibilidade com relacdo as condi¢des em que ele pode ser feito. Dependendo da
natureza da amostra, os solventes e sais de extracdo e os componentes da fase solida podem ser
variados conforme a necessidade. Essa versatilidade do método tem gerado estudos que
mostram sua potencialidade na andlise de varios compostos em varios tipos de matrizes.
Contudo, o QuEChERS ainda é majoritariamente aplicado na deteccdo de pesticidas em

alimentos.
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3. PESTICIDAS

Devido as grandes perdas anuais por causa de pragas agricolas, um dos grandes desafios
da agricultura moderna ¢ minimizar essas perdas e garantir uma maior produtibilidade nas
culturas. Em funcdo dessa necessidade, o desenvolvimento e uso de pesticidas tem um papel
importante na agricultura, uma vez que eles auxiliam tanto no aumento da produ¢do quanto na
melhora da qualidade dos alimentos.

Os pesticidas sdo definidos como substincias sintéticas ou naturais usadas para matar
pragas, como insetos, fungos e ervas indesejadas’. Por essa razdo, uma forma de classificar os
pesticidas ¢ em func¢do do tipo de praga que ele combate. A exemplo disso, os herbicidas sdo
pesticidas usados no controle de plantas, enquanto que fungicidas e inseticidas combatem
fungos e insetos, respectivamente. Alguns estudos estimam que, sem o uso de pesticidas, as
colheitas sofrem uma perda em torno de 35% devido a pragas agricolas'®,

Nas ultimas décadas, o consumo de pesticidas no mundo cresceu significativamente.
Esse crescimento esté relacionado com a demanda também crescente de alimentos, em fungao
do aumento da populagdo humana!l. Atualmente, o Brasil ¢ um dos maiores produtores de
alimentos no mundo e, consequentemente, ¢ também um dos maiores consumidores de

pesticidas!?. Os principais pesticidas vendidos no Brasil em 2016 estdo apresentados na Tabela
1.

Tabela 1. Pesticidas mais vendidos no Brasil em 2016.

Pesticida Funcgao Quantidade (toneladas)
Glifosato Herbicida 185600
2,4-D Herbicida 53400
Mancozebe Fungicida 33300
Atrazina* Herbicida 28600
Acefato* Inseticida 24800
Carbendazim Fungicida 13300
Paraquat Herbicida 11600

*Pesticidas banidos na Unido Europeia.

Fonte: Adaptado da referéncia 12.
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Entretanto, o uso excessivo ¢ incorreto de pesticidas impacta negativamente o meio
ambiente ¢ a saude humana por causa da sua toxicidade intrinseca. Os efeitos toxicos dos
pesticidas dependem, entre outros fatores, da sua natureza quimica ¢ do tempo de exposi¢io.
Por exemplo, alguns pesticidas sdo toxicos em uma unica dose (toxicidade aguda), enquanto
que outros apresentam cfeitos toxicos apenas quando a exposigdo ocorre em doses repetidas
por um periodo de tempo (toxicidade cronica)!®14. As estruturas de alguns pesticidas muito

usados no mundo estdo representadas na Figura 3.

Figura 3. Estruturas de alguns pesticidas amplamente usados no mundo.

\/L \\/

2.4-D
Cl cl Glifosato

Atrazina )\ o /\\\/ -
)\ )\ J\ Acefato /
T

Clorpirifos
Carbendazim

N o

Fonte: O autor.

Uma caracteristica que confere os efeitos negativos dos pesticidas no ambiente ¢ no ser
humano ¢ a sua capacidade de s¢ bioacumular. Essa propriedade esta relacionada com a alta
lipofilicidade ¢ a resisténcia a metabolizagdo que alguns pesticidas apresentam!®>. Talvez o
exemplo mais classico de um pesticida altamente toxico com ambas essas caracteristicas seja o

DDT (diclorodifeniltricloroetano), cuja estrutura esta representada na Figura 4.
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O DDT foi amplamente usado durante as décadas de 1940 e 1950 como um inseticida
para combater os mosquitos causadores da febre tifoide e malaria e, posteriormente, na
agricultura'®. Entretanto, pesquisadores analisaram as consequéncias do uso excessivo de DDT
em seres humanos descobriram que ele interfere no sistema endocrino, podendo levar a
complicag¢des como infertilidade e cancer!’. Com rela¢do aos impactos ambientais, o DDT foi
associado ao declinio de varias espécies de aves no hemisfério norte devido & mé formagdo da

casca dos ovos!?.

Figura 4. Estrutura do pesticida DDT.
o

Cl Cl

Cl Cl

Fonte: Adaptado da referéncia 16.

A bioacumulagdo ocorre quando um composto ¢ absorvido por um organismo em um
ritmo maior do que a metabolizagdo ou excre¢do desse composto. Nos seres humanos, o0s
pesticidas podem ser absorvidos via trés maneiras. A primeira ¢ a mais comum delas ¢ a
ingestdo de alimentos que contenham pesticidas; a segunda ocorre por meio do contato direto
do pesticida com a pele; a terceira forma de absor¢do é por meio das vias respiratorias, quando
o pesticida se encontra suspenso no ar e ¢ inalado!”.

Apesar de ndo haver estudos conclusivos sobre os efeitos cronicos dos pesticidas
atualmente comercializados, existem varios trabalhos evidenciando uma relagdo de toxicidade
cronica em seres humanos?. Em fun¢do disso, as agéncias regulatorias limitam a quantidade
de pesticidas que podem ser tolerados em alimentos. A ANVISA, por exemplo, estipula a
quantidade maxima de pesticidas em alimentos baseando-se nas regulamentagdes das agéncias
dos EUA (FDA, Food and Drug Administration) e da Unido Europeia (EC, ELuropean
Comission)*!.

Dada a seriedade do problema envolvendo a toxicidade proveniente da exposi¢do a
pesticidas, o controle e monitoramento em alimentos € uma preocupagdo em todo o mundo. Por

essa razdo, € necessario que haja métodos confiaveis e eficientes para realizar a analise de
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pesticidas, a fim de garantir saude e seguranca tanto para os seres humanos quanto para o meio

ambiente.

4. APLICACOES GERAIS DO QuEChERS

Originalmente, o0 método QUEChERS foi desenvolvido para a andlise de pesticidas em
alimentos, porém sua aplicacdo se estende basicamente a qualquer composto organico, como
farmacos, toxinas e poluentes, e a qualquer tipo de matriz, como residuos industriais, solos,
aguas e outras matrizes biologicas. Nesta secdo, as aplicacdes mais gerais do QUEChERS sao
discutidas, com excec¢do da aplicagdo em alimentos, a qual ¢ abordada detalhadamente na se¢ao
5.

Sendo a aplica¢do majoritaria do QUEChERS, a andlise de pesticidas ¢ extensivamente
feita em alimentos como frutas e vegetais. Contudo, pesquisas sobre a aplicabilidade do método
em outras matrizes sdo discutidas na literatura, especialmente com relacdo a amostras
ambientais, uma vez que o meio ambiente também ¢ passivel de contaminagao por pesticidas.
Além disso, outras aplicagdes menores envolvendo fluidos bioldgicos, como urina e sangue,
também ja foram analisadas.

Em amostras ambientais, o método QuEChERS geralmente passa por algumas
alteracdes em comparagdo com o procedimento original. Essas modificacdes variam desde a
procedimentos simples, como a alteracdo no solvente de extragdo, a outros mais radicais, como
a adicdo de ultrassonicagdo na etapa de extracdo liquido-liquido. As modifica¢des ocorrem em
fun¢do da composicdo da matriz a ser analisada, o que pode variar drasticamente em
comparagdo com as matrizes para as quais o QUEChERS foi desenvolvido. Um resumo de
algumas alteragdes no método QUEChERS descritas na literatura para a andlise de pesticidas

em amostras ambientais estdo apresentadas na Tabela 2.
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Tabela 2. Resumo de algumas alteragdes descritas na literatura para a analise de pesticidas em

amostras ambientais por meio do método QuEChERS.

Solvente de Sais de Método de
Amostra ) Sorventes )
extracao particao analise
1% HAcem MgSO4/NaCl/SCTD/ LC-
Solo? AL O3
CH;CN SCDS (8:2:2:1) MS/MS
. Acetato de MgSO4/NaCl MgSOa4/florisil/PSA GC-
Sedimentos” .
etila (4:1) (5:1:1) MS/MS
i 1% NH4OH MgS04/NaCl MgS04/Cisg UHPLC-
ua‘
s em CH3CN (3:2) (1:3) MS/MS
H>O/CH3CN PSA/GCB/C13/MgSO4
Solo? NaCl GC-MS
(1:1) (5:1:5:10)
Sol 1% NH4OH MgS0O4/NaCl MgS04/Cisg UHPLC-
olo¢
em CH3;CN (3:2) (1:3) MS/MS

“Referéncia 22; PReferéncia 23; ‘Referéncia 24; “Referéncia 25.

Em solos, abordagens que tém se mostrado eficientes ao serem inseridas no QUEChERS

2627 ¢ a ultrassonica¢do?®=%. Devido as

foram a adi¢do de agua ao solvente de extragdo
propriedades fisico-quimicas do solo, como a capacidade de troca ionica, a adi¢cdo de 4gua ao
procedimento se apresentou como uma vantagem. Isso possivelmente ocorre pelo fato de a 4gua
competir pelos sitios de adsor¢ao nas particulas do solo, provocando a dessor¢ao dos pesticidas,
e porque o processo de hidratacdo facilita o acesso do solvente de extracdo aos poros das
particulas. Consequentemente, a extracao dos pesticidas para a fase organica ¢ melhorada.

Com relagao a ultrassonicacao, a adi¢do desse procedimento no QUEChERS tem levado
ao aumento de eficiéncia na andlise de pesticidas em solos. O tempo de sonicagdo esta, de certa
forma, relacionado com a quantidade de matéria organica no solo, de modo que quanto maior
for a quantidade de matéria organica, maior ¢ o tempo de sonicagdo. Os estudos que usaram
este procedimento mostraram que a ultrassonicacdo melhorou a homogeneizacao da amostra e,
consequentemente, a extragdo liquido-liquido foi feita de forma mais eficiente?®°,

Em amostras biologicas, a aplicagdo do QuUEChERS ainda permanece bem restrita a
poucas matrizes € a poucos pesticidas. A exemplo disso, pode-se citar um estudo em que o

pesticida disulfoton e alguns de seus metabdlitos, cujas estruturas estdo representadas na Figura

5, foram detectados em amostras de sangue e urina humanos?!. Outros estudos mais recentes
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abordando a aplicagdo do QUEChERS com modificagdes na analise de pesticidas em amostras

biologicas sdo descritos na literatura e estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Exemplos descritos na literatura para a analise de pesticidas em amostras biologicas

com o preparo de amostra por meio do método QuEChERS.

Solvente de Sais de Método de
Amostra ) Sorventes .
extragdo partigdo analise
_ MgSO4/NaCl Nao houve extragdo
Urina“ CH;CN _ LC-MS/MS
(4:1) em fase solida
H>O/CH:;CN MgSO4/NaAc UHPLC-
Cabelo® Z-Sep
(1:1) (4:1) MS/MS
. 1% acido
Leite . MgS04/NaCl MgS04/C1s
formico em GC-MS
materno® (6:1) 3:1)

CH3;CN

“Referéncia 32; *Referéncia 33; ‘Referéncia 34.

Figura 5. Pesticida disulfoton e alguns de seus metabdlitos identificados em amostras de

sangue e urina de humanos com o auxilio do método QuEChERS.
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Fonte: Adaptado da referéncia 31.
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Devido a similaridade estrutural com pesticidas e medicamentos, 0 método QUEChERS
também ¢ explorado na andlise de farmacos e seus metabolitos, o que tem se tornado relevante
recentemente. O avango da medicina moderna permitiu o desenvolvimento e o entendimento
de como os farmacos atuam e beneficiam os seres humanos e outros animais. Em fungao disso,
a industria farmacéutica expandiu enormemente e o consumo de medicamentos também
aumentou®>. Uma consequéncia dessa expansdo foi o aumento do uso excessivo de
medicamentos, o que leva a impactos negativos tanto para o ser humano quanto para o meio
ambiente.

Com relagdo ao uso na pecudria, o consumo de antibidticos ajuda no controle de
doengas, implicando no crescimento dos rebanhos. Entretanto, alguns antibidticos ndo sao
totalmente absorvidos ou metabolizados pelo animal e uma quantidade significativa do
composto original ¢ liberado nas fezes e/ou urina. Por essa razdo, o uso excessivo de
antibidticos em rebanhos tem se tornado um problema*®. Uma vez excretados, esses antibioticos
vao para o meio ambiente, onde podem provocar o desenvolvimento de resisténcia por micro-
organismos. Alguns estudos identificaram bactérias resistentes a antibioticos em amostras de
agua e solo, o que pode se tornar um problema de satide publica eventualmente®’-8,

Assim como para a analise de pesticidas em matrizes biologicas e ambientais, o método
QuEChERS aplicado na andlise de farmacos nessas matrizes também ocorre com algumas
modifica¢des. De modo geral, uma alteracao usual no QUEChERS para esse tipo de andlise € o
ajuste de pH antes ou durante a etapa de extragdo liquido-liquido. Isso ocorre basicamente por
duas formas: adicdo de um tampao e acidificagdo/basificacdo da solu¢do. A acidificacdo ¢
comumente realizada a partir da adicdo de acidos organicos, como 4cido acético e acido
39-41

formico®*#!, e a basificagdo ¢ feita com a adi¢do de amonia ou sais de amonio*>#, O tampdo,

por sua vez, ¢ adicionado conforme o pH em que se quer trabalhar, sendo os mais descritos na
literatura os tampdes de acetato e citrato*-%,

O QuEChERS também tem sido explorado na analise de opidides e drogas em seres
humanos. Nestes casos, as matrizes avaliadas foram sangue, urina e cabelo e o uso do método

se mostrou promissor na deteccdo de alguns desses compostos e seus metabdlitos. Alguns

exemplos envolvendo a andlise de opidides e drogas estdo apresentados na Tabela 4.



21

Tabela 4. Alguns exemplos descritos na literatura para a analise de opioides e drogas em

amostras bioldgicas humanas com o preparo de amostra por meio do método QuEChERS.

Solvente de Sais de .
Amostra ) Sorventes Analito
extracao particao
) MgSO4/NaCl MgS04/Cig )
Urina® CH3;CN Diazepam*
(4:1) (5:1)
Tramadol,
Nao foram usados MgSO4/PSA/Cisg
Cabelo? Metanol ‘ ‘ nordazepam e
sais para a parti¢ao (5:1:1) )
topiramato™*
MgSO4/NaCl THC e
Sangue® CH3CN Cis .
(2:1) metabolitos*
Nao foi feita a
Acetato de MgS0O4/NaCl Morfina e
Sangue? extragdo em fase
etila (2:1) ) heroina*
solida

*Andlise feita por meio de GC-MS ou GC-MS/MS.
** Analise feita por meio de LC-MS/MS.

“Referéncia 49; *Referéncia 50; ‘Referéncia 51; “Referéncia 52.

5. APLICACAO DO QuEChERS EM ALIMENTOS

De longe, a aplicagdo mais utilizada do método QuUEChERS ¢ em amostras de alimentos,
possivelmente pelo fato do método ter sido desenvolvido para andlise nesse tipo de matriz,
especificamente frutas e vegetais. Porém, o método também se mostrou eficaz para a andlise
em varios tipos de alimentos, como graos, carnes e outros derivados animais (leite, ovos e mel).

Nesta se¢ao, o uso do QUEChERS em alimentos é abordado mais detalhadamente.

5.1. Preparo de Amostra para Analise de Pesticidas em Alimentos

Como mencionado anteriormente, o método QUEChERS foi desenvolvido para a analise
de pesticidas em alimentos e, por essa razdo, o método oficial ainda ¢ amplamente aplicado
para essa finalidade. Entretanto, modificagdes foram introduzidas no procedimento do

QuEChERS, especialmente nos sais de parti¢ao e nos sorventes da extragdo em fase solida, com
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o intuito de aumentar a eficiéncia da extra¢do do analito a ser identificado em fun¢do da matriz
a ser analisada.

Dentre as modificagdes introduzidas, as mais simples envolvem o uso de apenas
NaCl>~* ou a substitui¢dio do MgSOs e NaCl por Na,SO43°¢ ¢ NaAc>’8, respectivamente,
como sais de parti¢cdo. Alguns procedimentos adicionam outros sais organicos, como o citrato
de s6dio*>%°, enquanto outros eliminam uma das etapas do procedimento do QUEChERS®!-3,
Exemplos de procedimentos em que ocorreu uma modificagdo nos sais de parti¢do estdo
apresentados na Tabela S.

A exemplo da modifica¢do envolvendo os sais de parti¢do, pode-se destacar um trabalho
que avaliou a presenca de pesticidas em farinha de trigo integral®?. Neste estudo, os
pesquisadores usaram MgSO04/NaAc/SCDS (6:3:1) como sais de particdo e os resultados de
extracdo foram excelentes. Outro ponto interessante apresentado neste trabalho foi a eliminagao
da etapa de extracdo em fase sélida. Os autores justificaram esse procedimento ao fato de alguns
dos agentes sorventes, como o PSA, alterarem o pH da solugdo e, consequentemente,
comprometerem a estabilidade quimica de alguns dos analitos.

Outro exemplo a ser abordado envolvendo a eliminagdo de uma das etapas do
QuEChERS ¢ um trabalho sobre a andlise de pesticidas em cereais (aveia, cevada, centeio e
trigo)®. A grande inovagdo deste trabalho foi o uso do procedimento do QUEChERS em uma
unica etapa, em que foi adicionado quitina na etapa de extracao liquido-liquido. A aplicacdo da
quitina, uma forma de agente sorvente natural, se mostrou suficiente para gerar bons resultados

sem a necessidade de incluir a etapa de extracdo em fase solida.

Tabela 5. Exemplos de procedimentos do QUEChERS na analise de pesticidas em alimentos,

em que houve a alteragdo nos sais de particao.

Solvente de Sais de Meétodo de
Amostra Sorventes
extracao particao analise
Na>SO4/PSA/Cis
Cogumelos® CH3;CN NaxS04/NaCl (2:1) 4:3:1) LC-MS/MS
Ovos de MgSO4/PSA/Cis
CH;CN NaCl LC-MS/MS
galinha’ (2:1:2)
MgSO4/NaCl/ MgSO4/PSA/Cis
Mel¢ CH;CN LC-MS/MS
SCTD/SCDS (8:2:2:1) (6:1:1)

“Referéncia 55; PReferéncia 53; ‘Referéncia 64.
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Com relagdo aos agentes sorventes da etapa de extragdo em fase solida, o
desenvolvimento de novos sorventes permitiu o estudo da eficiéncia do uso de outros materiais
além dos tradicionais PSA e Cis. Vérios trabalhos indicam que o GCB ¢ um excelente sorvente
na analise de pesticidas em vegetais®>®’. Um exemplo disso é um trabalho que quantificou o
pesticida metribuzin e seus metabdlitos em tomates, cujas estruturas estdo representadas na
Figura 6°. Neste estudo, a eficiéncia do uso do GCB como agente sorvente pode ser explicado
pela sua facilidade em adsorver componentes de matriz com estruturas planares, como
pigmentos. No caso do tomate, a coloragdo avermelhada € proveniente do pigmento carotenoide

licopeno®.

Figura 6. Estutura do pesticida metribuzin e seus metabolitos.

( metabdlitos
o o) o)
(H3C)sC N/NHZ —< (HsC)5C N/H (H3C)sC N/H (HsC)sC N/NH2
. )\ N‘ )\ N‘ /K N‘ /K
Y SCH, \N/ SCH, \T o \T o
metribuzin \ H H

Fonte: Adaptado da referéncia 68.

Outros estudos comparativos descrevem o uso de sorventes inorganicos, como oxido de
ferro (ILIIT) (FesOs) e silica zirconizada (Z-Sep e Z-Sep*), os quais foram muito eficazes na
analise de pesticidas em arroz e leite, respectivamente’’!. No primeiro caso, o uso de
nanoparticulas de Fe;Oy4 associadas com PSA ndo sO trouxe melhorias para a remocdo de
interferentes como agucares e acidos orgénicos, como também permitiu a redugédo no uso de
material sorvente e solvente em comparag@o com o procedimento original do QUEChERS. Por
sua vez, o segundo caso mostrou que o uso das particulas contendo zirconio foi mais eficiente
na remog¢do de pigmentos e gorduras do que a tradicional combinagdo MgSO4/PSA/Cis.
Algumas modifica¢cdes nos agentes sorventes no procedimento do método QuEChERS para a

analise de pesticidas em alimentos estdo resumidas na Tabela 6.
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Tabela 6. Exemplos de modificacdes nos agentes sorventes no procedimento do QUEChERS

para a analise de pesticidas em alimentos.

Solvente de Sais de Método de
Amostra . Sorventes .
extracao particao analise
1% acido
- . MgSO4/NaCl UHPLC-
Queijo* acético em Z-Sep*
(4:1) MS/MS
CH;CN
1% acido )
. MgS0O4/NaAc MgSO4/Quitosana
Arroz? acético em LC-MS/MS
(4:1) (2:1)
CH;CN
MgSO4/Z-Sep/
. MgSO4/NaCl/
Leite© CH;CN @) Z-Sep” HPLC-PDA
' (25:5:1)
MgSO4/NaCl Fe304/PSA
Morango CH3;CN GC-MS/MS
4:1) (1:1)

“Referéncia 72; PReferéncia 73; ‘Referéncia 71; “Referéncia 74.

O uso de polimeros naturais, como a quitina e a quitosana, também tem sido avaliado
como alternativas mais econdmicas e “verdes” de agentes sorventes. Os resultados de alguns
estudos comparativos feitos em arroz e leite mostraram que quitosana possui eficiéncia de
adsor¢do similar a do Ci3”>7°. A quitina, por sua vez, também se mostrou um agente sorvente
eficaz tanto na analise de pesticidas tanto em alimentos quanto em amostras ambientais®7°,

Outra modificagdo interessante descrita na literatura ¢ a inclusdo de uma segunda etapa
de extragdo em fase solida. Em um estudo feito em extratos de folhas de café, os pesquisadores
reportaram o uso dos tradicionais MgSO4/PSA/Cis para remogao de interferentes e, em uma
segunda etapa de extra¢do em fase solida, foi utilizado 6xido de zirconio associado com Cis.
Em comparagdo com o uso de apenas uma etapa de extragdo em fase solida, a inclusdo da
segunda etapa com o 6xido de zirconio permitiu a reducdo significativa da interferéncia da

metabolitos secundarios e, consequentemente, melhores resultados na detec¢do de pesticidas

nas folhas de café”’.
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5.2. Preparo de Amostra para Analise de Farmacos em Alimentos

Um problema recente que vem sendo observado por todo o planeta ¢ o uso
descontrolado de medicamentos na pecudria, especialmente de antibidticos, para promover o
controle de doengas®®. Uma consequéncia dessa pratica € a contaminagdo do ambiente e suas
implicagdes. Alguns estudos sugerem que o desenvolvimento de resisténcia a antibidticos por

bactérias3’->%

e a mutagdo fisiologica em populagdes de animais devido aos residuos de
medicamentos’® que podem estar associados ao uso excessivo e abusivo na pecudria.

Em alimentos, a contamina¢do por medicamentos pode ocorrer por duas maneiras. A
primeira ¢ a contaminagdo direta, o que ocorre em alimentos de origem animal, como leite e
carnes”’. O medicamento pode se bioacumular nos tecidos do animal, especialmente tecidos
com alto teor lipofilico, e ser ingerido posteriormente pelo ser humano. A segunda via de
contaminagdo ¢ indireta e ocorre em alimentos de origem vegetal®*3!, Os excrementos de alguns
animais sdo usados como fertilizantes em lavouras e, caso o excremento contenha residuos do
medicamento, vai ocorrer a contaminacdo do solo e, consequentemente, das plantas naquele
local.

Na tentativa de minimizar esse problema, varios paises adotaram medidas regulatorias
que visam controlar a quantidade de medicamentos administrados em rebanhos. Em fun¢ao
disso, a andlise de medicamentos em alimentos se torna necessdria para garantir que ndo haja
um uso excessivo de medicamentos, implicando em problemas na satide humana. Desta forma,
com a finalidade de se detectar a presenga de farmacos em alimentos, o método QUEChERS
pode ser aplicado nesse tipo de analise.

Um dos primeiros trabalhos a descrever a aplicagdo do método QuUEChERS em amostras
de alimentos para a analise de medicamentos foi feito para se determinar residuos de
antibioticos em leite®?. Entretanto, os pesquisadores modificaram o procedimento original para
essa analise. Além de promoverem a acidificacao do solvente de extracdo com acido acético, a
etapa de extragdo em fase solida foi removida do procedimento. Isso levou a resultados
satisfatorios na identificagdo de 18 medicamentos de uso veterindrio, incluindo outros tipos
além de antibidticos.

De modo geral, os estudos descritos na literatura indicam que o teor de gordura na matriz
¢ um fator determinante no tipo de modificagcdo a ser feito no QUEChERS. A andlise em
matrizes que contém um percentual alto de gordura ocorre de forma mais eficiente quando a

etapa de extragdo em fase solida ¢ feita com uma combinagdo dos sorventes PSA, GCB e
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C1s%%. Além disso, a acidificagdo do solvente de extragdo ¢ um procedimento aplicado em
alguns casos para melhorar a particdo liquido-liquido e auxiliar o deslocamento dos analitos
para a fase organica. Um resumo de alguns procedimentos modificados do QuEChERS na

analise de medicamentos em alimentos est4 apresentado na Tabela 7.

Tabela 7. Alguns exemplos descritos na literatura para a analise de medicamentos em alimentos

por meio do método QuUEChERS modificado.

Solvente de Sais de .
Amostra ) Sorventes Analito
extracao particao
0,1% acido
Carne de . MgS0O4/NaAc MgSO4/PSA/Cisg
férmico em B-lactamas*
frango” (4:1) (6:2:1)
CH;CN
5% acido Na>SOs/acetato .
) ) ) MgS04/Cisg Anti-
Leite? acético em de amdnio . .
(6:1) inflamatorios™*
CH;CN (5:1)
2% acido
Carne ) Na>SO4/NaCl MgS0O4/Cig )
acético em Avermectina*
bovina“ (2:1) (1:1)
CH;CN
1% écido
. MgSO4/NaCl MgSO4/PSA .
Camarao? acético em Sulfonamidas**
(2:1) (3:1)
CH;CN

* Andlise feita por meio de UHPLC-MS ou UHPLC-MS/MS.
** Analise feita por meio de LC-MS ou LC-MS/MS.

“Referéncia 86; "Referéncia 87; ‘Referéncia 88; “Referéncia 89.

A exemplo da modificagdo envolvendo os sais de parti¢ao, pode-se destacar um trabalho
comparativo que avaliou a melhor combinag¢ao de sais para a analise de medicamentos em ovos
e leite®. Neste estudo, os pesquisadores analisaram os sais NaCl, NaAc, Na,SO4, MgSOs4 e
SCDS e concluiram que as combinagdes entre Na2SO4 e NaCl/ NaAc foram as que levaram a
melhores resultados de extragdo dos analitos de interesse.

Outros estudos também sugerem que a substituicdo do MgSO4 por NaxSO4 ¢ uma 6tima
alternativa para melhorar a extragdo de formacos e seus metabolitos em alimentos®*2. Uma

explicagdo possivel para isso ¢ o fato do Mg?" formado em solugdo possuir um efeito quelante
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sobre algumas estruturas, o que reduz a eficiéncia da extragdo. De fato, algumas pesquisas
mostraram que o Mg?* forma complexos estiveis com alguns farmacos, como as quinolonas®.

Outras combinagoes de sais de particdo que também tém sido adotadas sdo o uso de sais
mais volateis, como o formiato de amonio (NHsHCO»)** e acetato de amdnio (NHsCH3CO,)%".
A substituicdo do NaCl por esses sais promoveu uma melhor deteccdo dos analitos pelos
espectrometros de massas. Dois motivos para essas melhorias sdo a agdo tamponante que esses
sais possuem, auxiliando na extracdo dos analitos, e o fato de serem volateis, o que facilita a
evaporagao e/ou decomposi¢cdo dos sais nas cadmaras de ionizagdo dos espectrometros.

Apesar de a aplicagdo do QUEChERS na andlise de farmacos em alimentos ter se
mostrado promissora, seu uso ainda ¢ pouco explorado. Os poucos trabalhos descritos na
literatura abordam majoritariamente alimentos de origem animal, especificamente leite, ovos e
carnes ¢ envolvem a analise de basicamente antibidticos e outros medicamentos de uso

veterinario.

5.3. Preparo de Amostra para Analise de Micotoxinas em Alimentos

Micotoxinas sdo definidas como compostos provenientes do metabolismo secundario
de fungos em alimentos e, de certa forma, podem ser consideradas um tipo de contaminante.
Essa contaminag¢do pode ocorrer durante a producdo, o armazenamento, o transporte ou o
processamento dos alimentos®®. Os principais géneros de fungos envolvidos em contaminagdo
de alimentos sdo Aspergillus, Fusarium e Penicillium e algumas micotoxinas comuns

encontradas em alimentos estdo representadas na Figura 7°°.



Figura 7. Estuturas de algumas micotoxinas comuns encontradas em alimentos: (a) aflatoxina

B1, (b) zecaralenona ¢ (¢) ocratoxina A.
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Fonte: Adaptado da veferencia 96.

O principal problema associado com as micotoxinas sdo suas agdcs sobre os scres
humanos, que variam desde toxicidade em 6rgdos, especialmente o figado ¢ os rins, a efeitos
carcinogénicos. Esses efeitos estdo de certa forma associados a natureza quimica da micotoxina,
o tipo de alimento ¢ o tempo de contaminagdo do alimento pelo fungo®®. Desta forma, como a
principal forma de contaminagio por micotoxinas ocorre por meio da alimentagao, é necessario
que haja um controle adequado para que seus cfeitos toxicos ndo tragam consequéncias para a
saude humana.

Para a analise de micotoxinas, o QuEChERS tem sido aplicado exclusivamente em
alimentos e, de longe, o principal tipo de matriz analisada sdo grio e cereais. Varios estudos
reportam analises feitas em trigo, milho, arroz, soja ¢ cevada® 1% Entretanto, apesar do amplo
uso na analise de cereais, outras matrizes também foram analisadas por meio do QUEChERS.
A exemplo disso, um estudo extensivo feito em laticinios identificou de forma cficiente 58
micotoxinas'®! e outro descreveu um o procedimento para a determinagio de micotoxinas de

fungos do género Fusarium em legumes'**.
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Assim como na andlise de medicamentos, a etapa de extragao liquido-liquido passa por
um ajuste de pH. Uma alteragcdo comum usada no procedimento de analise de micotoxinas ¢ a
acidificagdo do solvente de extragdo com acido acético ou éacido formico!'%%101:193  Qutras
pequenas modifica¢des foram reportadas, como o uso de 4cido citrico para a andlise de nozes e
frutas secas'® e o0 uso de uma mistura de solventes para extragdo, como acetonitrila e agua, por
exemplo'®®. Alguns exemplos da aplicagdo do método QUEChERS com modificagdes na

analise de micotoxinas em alimentos estdo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8. Exemplos de aplicacdes do QUEChERS na anélise de micotoxinas em alimentos.

Solvente de Sais de Meétodo de
Amostra Sorventes )
extracao particao analise
10 mM acido
MgSO4/NaCl
Nozes® citrico em “1) Cis LC-MS/MS
CH:CN '
10% acido MgSO4/NaCl/ MgSO4/PSA/Cis/
Arroz’ formico em SCTD/SCDS Al-N GC-MS/MS
CH;CN (8:2:2:1) (5:2:1:1)
Farinhas de
' MgSO4/NaCl/ MgSO0.4/Cis
milho, trigo e CH;CN GC-MS
. (4:1) (3:1)
mandioca“
1% éacido
MgSO4/NaCl UHPLC-
Vinho acético em MgSO4
(4:1) MS/MS
CH;CN

“Referéncia 104; *Referéncia 99; ‘Referéncia 106; “Referéncia 107.

Com relagdo a extracdo em fase solida, € nessa etapa em que ocorrem as modificagdes
mais radicais no método QUEChERS. Devido a alta afinidade que algumas micotoxinas
possuem pela PSA, a extragdo geralmente ¢ feita apenas com Cis € MgS04!%1%  Qutros
trabalhos, por outro lado, mostraram que o uso de apenas PSA foi eficaz para a andlise de

1

micotoxinas em laticinios!?! e derivados de tomate!®. Contudo, a altera¢do reportada mais

radical em relacdo ao procedimento original do QUEChERS tenha sida a exclusdo da etapa de
extracdo em fase solida. Um estudo publicado em 2018 indicou que apenas a extragdo liquido-

liquido foi suficiente para garantir uma extragio eficiente de micotoxinas em trigo e milho!!°.
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6. TENDENCIAS FUTURAS DO QuEChERS

Desde a primeira publica¢do da metodologia QUEChERS, em 2003, intimeras alteragdes
do procedimento foram descritas na literatura. Além de modifica¢des na metodologia original,
a aplicacdo do método também variou significativamente. Sendo proposto inicialmente para a
analise de pesticidas em alimentos, 0o QUEChERS atualmente foi aplicado na analise de diversos
contaminantes em diversos tipos de matrizes. A enorme disponibilidade de trabalhos
envolvendo a detec¢do de pesticidas, farmacos, toxinas e contaminantes ambientais em
amostras de alimentos, bioldgicas, solos e d4guas indicam a grande versatilidade e aplicabilidade
do método na anélise quimica.

Devido ao crescente desenvolvimento de novos materiais sorventes e a sofisticagdo das
técnicas de andlise, em especial as cromatografias liquida e gasosa, acopladas com
espectrometros de massas, a aplicacdo da metodologia QuEChERS provavelmente vai
continuar em expansdo, ampliando ainda mais a variedade de analitos e matrizes a serem
exploradas e avaliadas. Nessa mesma tendéncia, a simplificagdo da metodologia e a inclusdo
de procedimentos também sdo passiveis de serem mais exploradas em trabalhos futuros. Isso
pode levar a reduc¢do nos custos envolvendo os solventes, os sais de particdo e os agentes
sorventes e, consequentemente, diminuir os residuos gerados pela anélise.

Com relagdo as novas barreiras a serem enfrentadas na aplicagdo do QuEChERS,
possivelmente elas envolverdo a automatizagdo da metodologia, a qual ainda permanece muito
dependente do analista, e a miniaturiza¢ao do procedimento. A automatizagao, além de garantir
mais rapidez ao método, também reduz o risco de interferéncia de erros sistematicos e facilita
a reprodutibilidade dos resultados. Por sua vez, a miniaturizagdo pode permitir a andlise
eficiente de amostras em pequenas quantidades, além de também envolver uma reducdo de

custos e residuos.
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