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QuEChERS - A MODERN SAMPLE PREPARATION METHOD FOR PESTICIDE MULTIRESIDUE DETERMINATION IN
FOOD BY CHROMATOGRAPHIC METHODS COUPLED TO MASS SPECTROMETRY. This review attempts to provide an
updated overview of the Quick, Easy, Cheap, Effective, Ruged and Safe (QuEChERS) multiresidue extraction method, that involves
initial extraction in acetonitrile, an extraction/partition step after the addition of salt, and a cleanup step utilizing dispersive solid
phase extraction. QUEChERS method is nowadays the most applied extraction method for the determination of pesticide residues in

food samples, providing acceptable recoveries for acidic, neutral and basic pesticides. Several applications for various food matrices

(fruits, vegetables, cereals and others) in combination with chromatographic mass spectrometry analysis were presented.
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INTRODUCAO

No mundo, as perdas anuais devido a acéio de pragas na agricultura
chegam a 1 bilhdo de toneladas, correspondendo a uma reducéo de
20 a 30% na producdo. Os pesticidas, desde seu desenvolvimento,
desempenharam um importante papel no crescimento da agricultura
moderna. A utilizagdo destes compostos quimicos, que por um lado
gera beneficios, por outro, € responsédvel pela contaminacio do solo,
dgua e alimentos.' Assim, a determinagdo de residuos de pesticidas
em alimentos e em amostras ambientais € importante devido ao risco
que estes compostos oferecem a satide humana, além da sua persis-
téncia no meio ambiente e tendéncia de bioacumulagdo. Nas tltimas
décadas, laboratdrios puiblicos e privados vém desenvolvendo métodos
para a determinacdo de residuos de pesticidas, principalmente em
alimentos. Contudo, a maioria dos métodos oficiais de analise esta
longe do considerado ideal, ou seja, métodos de ampla aplicagdo,
répidos, sensiveis e com resultados confidveis.?

A determinagdo de residuos de pesticidas desempenha um papel
importante para a estimativa da exposi¢io humana e do meio ambiente
a estes compostos, permitindo avaliar a conformidade da producio
agricola com as Boas Praticas Agricolas, possibilitando decisdes
regulatdrias comerciais visando garantir a seguranga alimentar. Atual-
mente, agdes governamentais e também do setor privado, estabelecem
uma maior importancia para a andlise de residuos de pesticidas, sendo
que hd uma pressao crescente para o aperfeigoamento do desempenho
analitico, exigindo aumento da eficiéncia e diminui¢éo do custo e do
tempo das andlises.?

Produtos agricolas como frutas, vegetais e cereais sdo as matrizes
mais analisadas em laboratdrios de rotina, apresentando frequente-
mente residuos de pesticidas de diversas classes. Assim, € de funda-
mental importancia o desenvolvimento de métodos multirresiduo de
pesticidas para a determinagdo nestes tipos de alimentos. A diferenga
das propriedades quimicas entre estes compostos e a diversidade de
matrizes sdo algumas das adversidades a serem contornadas no de-
senvolvimento destes métodos, os quais frequentemente apresentam
etapas laboriosas que demandam tempo, grande custo de material e
geram grandes quantidades de residuos toxicos.*

*e-mail: rzanella@base.ufsm.br

Neste trabalho de revisdo apresentamos informagdes sobre o
método de preparo de amostra denominado QUEChERS (Quick, Easy,
Cheap, Effective, Rugged, Safe), proposto em 2003 por Anastassiades
et al.,’ as modificacdes do procedimento original descritas na litera-
tura e as aplicacdes deste método na drea de alimentos empregando
métodos cromatogréficos acoplados a espectrometria de massas.

Preparo de amostra de alimentos para analises de residuos de
pesticidas

A determinagio de residuos de pesticidas, devido as concentra-
¢des dos analitos serem geralmente muito baixas, apresentarem pro-
priedades quimicas distintas, bem como a complexidade das matrizes,
faz com que ocorra a necessidade de uma etapa prévia de preparo da
amostra. Devido ao fato de que as medidas sdo normalmente efetuadas
em baixos niveis de concentracdo, as interferéncias sdo problemas
frequentes que devem ser considerados. Os principais objetivos do
preparo da amostra s3o, portanto, promover a extragao e o enriqueci-
mento dos analitos de interesse, e a remog¢ao, tanto quanto possivel,
dos interferentes. Perdas de analito nesta etapa podem comprometer
o resultado das andlises. Desta maneira, o preparo da amostra € uma
etapa crucial dentro de todo o processo analitico.®’

Nos tltimos anos, ocorreu um rapido desenvolvimento de novos
métodos analiticos, para a determinagdo de residuos de pesticidas
em produtos agricolas. Geralmente, a complexidade da matriz destes
produtos ocasiona dificuldades para a quantificacdo dos pesticidas,
sendo necessdria a realizag¢@o de uma etapa de purificagdo (clean-up)
do extrato, apds extra¢do com solvente.® Essa etapa é fundamental,
uma vez que reduz as interferéncias e o efeito-matriz, além de dimi-
nuir a necessidade de manutenc@o do sistema cromatografico.’ No
sentido de melhorar a andlise quantitativa, esfor¢os foram realizados
no desenvolvimento de novos métodos de extracéo e clean-up.'*"!

O primeiro método multirresiduo para extracdo de pesticidas foi
desenvolvido por Mills et al. na década de 1960, nos laboratdrios do
U.S. Food and Drug Administration (FDA).">O método baseia-se em
uma extrag@o com acetonitrila (MeCN) sendo utilizado basicamente
na determinag@o de compostos organoclorados apolares em amostras
nao-gordurosas. A adicdo de dgua ao extrato, seguida de uma etapa
subsequente de parti¢do, promovida através da adi¢do de solventes
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apolares (etér de petrdleo ou hexano). Além de dgua, acticares e sais
também sdo removidos do extrato nesta etapa.'*!

O desenvolvimento e aplicac@o de pesticidas com caracteristicas
mais polares, como por exemplo, organofosforados e organonitroge-
nados, demandou novos métodos de extragao multirresiduo que en-
globassem estes compostos.'> Em 1975, Luke et al. desenvolveram o
denominado método de Luke, que consiste em uma etapa de extracio
de 100 g de amostra utilizando acetona (200 mL), seguida de uma
particdo liquido-liquido com solventes apolares (éter de petrdleo e
diclorometano), sendo utilizados 100 mL de cada.'® Com o objetivo
de obter-se maiores percentuais de recuperagdo para os compostos
polares, adicionou-se cloreto de sédio (NaCl) na fase aquosa para
favorecer a transferéncia destes para a fase orginica.'>!*

Krijgsman ef al.,'” com o intuito de melhorar os resultados ob-
tidos com o método de Luke, propuseram a extracio de pesticidas
utilizando acetato de etila com subsequente adi¢do de sulfato de s6dio
anidro, obtendo maior rapidez, simplicidade, limpeza dos extratos e
melhores valores de recuperacio para os compostos polares, quando
comparado ao método de Luke. A imiscibilidade do sistema acetato
de etila - d4gua tornou desnecessdria a adicao de solventes apolares.
Todas estas vantagens fizeram deste o método oficial para extragio
multirresiduo de pesticidas em vdrios paises europeus. Uma das
desvantagens deste método € a quantidade de co-extrativos apolares
tais como, lipidios e ceras, tornando necessaria uma etapa posterior
de clean-up utilizando cromatografia por permeagdo em gel (Gel
Permeation Chromatography, GPC), aumentando significativamente
o tempo e o custo do preparo da amostra.'?

Nadécada de 1980, o Food and Consumer Product Safety Autho-
rity da Holanda desenvolveu em seu laboratdrio o método de extragao
mini-Luke, o qual é uma miniaturizagdo do método de extracio Luke
original, omitindo-se a etapa de particionamento com cloreto de
sédio. O método consiste na extra¢do de 15 g de frutas ou vegetais
ja processados, adicionando-se acetona (30 mL) seguida de agitacdo
em homogeneizador Ultraturrax por cerca de 30 s, sendo posterior-
mente adicionados éter de petrdleo (30 mL) e diclorometano (30 mL),
agitando-se novamente por cerca de 30 s. A miniaturizacdo deste
método possibilitou a redu¢do da quantidade de amostra, bem como
de solventes utilizados. Entretanto, valores baixos de recuperagio
(< 70%) foram obtidos para pesticidas polares, como metamidof6s,
ometoato, monocrotofds entre outros. Como um método de extracio
alternativo, desenvolveu-se no VWA uma modifica¢do do método de
extracdo mini-Luke nos anos 90, onde foi adicionado sulfato de sédio
anidro na etapa de extragdo levando, assim, a uma melhor extracio
dos pesticidas polares.®

Durante os anos 1990, devido as fortes pressdes de ambientalistas
e também a fatores relacionados a satide humana, ocorreu um grande
desenvolvimento de métodos alternativos de extragcdo baseados na
reducdo do volume de solvente utilizado na etapa de extragdo.!*?!
Entre estes novos métodos podemos citar a extragdo em fase sélida
(Solid Phase Extraction, SPE),” a qual também tem sido empregada
com frequéncia na etapa de purificacdo do extrato para amostras de
alimentos.”?* Outros métodos que foram desenvolvidos neste periodo
também tinham como objetivo a simplificacdo de etapas como, por
exemplo, dispersdo da matriz em fase sélida (Matrix Solid Phase Dis-
persion, MSPD) e microextragdo em fase sélida (Solid Phase Micro
Extraction, SPME).»* Em 1999, foi proposta a extracdo sortiva em
barra magnética (Stir Bar Sorptive Extraction, SBSE),” que fornece
baixos limites de detec¢ao (Limit of Detection - LD), especialmente para
analitos hidrofdbicos.?® Extraco por fluido supercritico (Supercritical
Fluid Extraction, SFE),” extra¢do acelerada por solventes (Pressurized
Liquid Extraction, PLE) e extragdo assistida por micro-ondas (Micro-
wave Assisted Extraction, MAE) sdo exemplos de métodos que apre-
sentam,’*?! dentre outras caracteristicas, elevada eficiéncia, entretanto
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geralmente demandam investimento consideravel em instrumentag@o.
Estes novos métodos que t€m como base a instrumentagio, sendo a
extracdo muitas vezes automatizada, demandam analistas treinados e
etapas de limpeza entre extragdes, o que implica em um maior tempo de
andlise. Outra desvantagem geralmente apresentada € o escopo limitado
de pesticidas que podem ser extraidos sob determinadas condigdes.
Sendo assim, estes procedimentos,podem ser empregados em algumas
aplicagdes, mas estio distantes de serem considerados ideais para um
método multirresiduo.®

De acordo com Hercegovd et al. um método multirresiduo de
preparo de amostra para andlise de pesticidas deve apresentar as se-
guintes propriedades: incluir o maior nimero de pesticidas possiveis,
recuperacdes proximas a 100%, remover os possiveis compostos
interferentes da amostra, boa precisao e robustez, baixo custo, rapi-
dez, facilidade e seguranca (utilizar pequenos volumes de solventes
de baixa toxicidade).®

DESENVOLVIMENTO DO METODO QuEChERS
ORIGINAL

Em 2003, Anastassiades et al. com o objetivo de superar limita-
¢oes praticas dos métodos multirresiduo de extracdo disponiveis na
época, introduziram um novo procedimento de preparo de amostras
para extragdo de residuos de pesticidas denominado QuEChERS,
sendo que a pronuncia deve ser “catchers”.>333* Esse método, que
tem como vantagens ser rapido, facil, econdmico, efetivo, robusto
e seguro, explora as possibilidades oferecidas pela instrumentacio
analitica moderna. Durante o seu desenvolvimento, grande énfase foi
dada para a obtenc¢ao de um procedimento dindmico, que pudesse ser
aplicado em qualquer laboratério, devido a simplificacio das etapas
como representado no fluxograma da Figura 1.

10 g de amostra
(tubo de teflon®50 mL)

[
10 mL MeCN

Agitar vigorosamente por 1 min

4 g MgSO4 e 1 g de NaCl

Agitar vigorosamente por 1 min

Adicionar o padrao interno
(trifenilfosfato)

‘ Agitar por 30 s e centrifugar

Transferir para outro tubo 1 mL
de extrato e adicionar 150 mg de
MgSO4 e 25 mg PSA

‘ Agitar por 30 s e centrifugar

Analise
Cromatografica

Figura 1. Fluxograma representativo do método QuEChERS original
Tamanho da amostra
Para garantir de maneira simples uma maior eficiéncia do pro-

cedimento de preparo de amostra, usualmente, € utilizada a menor
quantidade possivel de amostra, desde que esta garanta representativi-
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dade estatistica ao resultado final.’ De maneira geral, amostras sélidas,
como a maioria dos alimentos, requerem etapas mais complexas e
demoradas durante seu preparo.®>3°Uma das possibilidades de obter-
se amostras s6lidas homogéneas € através do corte das amostras em
pedacos menores seguido de processamento em homogeneizadores.®
Fussel et al. demonstraram que a realizagio desta etapa a temperatura
ambiente pode provocar a perda de alguns analitos como, por exem-
plo, bitertanol, heptenofds, isofenfés e tolilfluanida.’” Baseado em
dados da literatura, a quantidade de amostra escolhida no desenvol-
vimento do método QUEChERS foi de 10 g, sendo esta considerada
ideal quando comparada a quantidades de 15 a 100 g normalmente
utilizadas em outros métodos multirresiduo. 40

Escolha do solvente de extracao

A selecdo do solvente de extragao € um dos pontos fundamentais
no desenvolvimento de um método de extracdo multirresiduo. Muitos
aspectos devem ser considerados, entre eles: habilidade de extracio
de um amplo espectro de pesticidas com diferentes polaridades,
apresentar seletividade durante a extragao, particdo e clean-up, com-
patibilidade com diferentes técnicas cromatogréficas, baixo custo,
seguranga, além de observar a legislagio ambiental.*!

Os solventes mais utilizados para extra¢ao multirresiduo de pes-
ticidas sdo: acetato de etila, acetona e acetonitrila, sendo que cada
um destes apresenta vantagens e desvantagens. Acetato de etila tem
demonstrado ser um solvente com caracteristicas universais, uma vez
que possui capacidade para extrair pesticidas de diferentes classes
em diversos tipos de amostras, porém os percentuais de recuperacio
de pesticidas com cardter basico (pKa > 4) sao baixos devido a pro-
blemas de degradacgdo, sendo necessdria a adi¢do de hidréxido de
s6dio para um aumento destes percentuais.*> Acetona e acetonitrila
sdo misciveis com dgua e promovem a extracdo em uma fase unica
quando em contato com a matriz. Quando uma extracio € realizada
com acetona hd necessidade de adi¢ao de solventes apolares para que
ocorra a separagio entre as fases orginica e aquosa, 0 mesmo nio
¢é necessario quando se utiliza acetonitrila, uma vez que a adigio de
sais ao extrato faz com que ocorra tal separacdo.*!

As desvantagens da utilizacdo de acetonitrila como solvente
de extracdo, quando comparada com acetona e acetato de etila
incluem: grande volume de expansdo durante vaporizacio no cro-
matografo a gds; interferéncias nos detectores termoidnico especi-
fico de chama e de condutividade eletrolitica, além de apresentar
considerdvel toxicidade.*! A utilizagdo de acetonitrila, entretanto,
possibilita a extracdo de uma menor quantidade de coextrativos
lipofilicos provenientes da amostra, como por exemplo, ceras,
gorduras e pigmentos, e proporciona a extragdo de uma ampla
faixa de pesticidas com diferentes polaridades.** Acetonitrila
quando acidificada permite recuperacdes satisfatorias de pestici-
das que geralmente apresentam problemas de estabilidade. Uma
outra grande vantagem € que acetonitrila € mais adequada para
cromatografia liquida (Liquid Chromatography, LC) acoplada a
espectrometria de massas (Mass Spectrometry, MS) do que acetona
e acetato de etila.*! Sendo assim, acetonitrila foi escolhida como
solvente de extragdo para o método QUEChERS, empregando-se
10 mL do solvente para 10 g de amostra, resultando uma relagao
1 g de amostra por 1 mL de solvente, sem envolver etapa de eva-
poragdo. Este valor € considerado baixo se comparado a outros
métodos de extracdo que normalmente apresentam uma relagao
entre amostra e solvente de 2 a 5 g por 1 mL no extrato final.
Porém, com a instrumentagdo analitica disponivel atualmente,
esta relacdo é considerada adequada uma vez que valores de LD
entre 10 e100 pg kg sdo obtidos para a maioria dos pesticidas
comumente analisados.’

Quim. Nova

Diferentes formas de agitacao

A maioria dos métodos multirresiduo de preparo de amostra
empregam blenders, como o Ultraturrax, durante o procedimento de
extra¢do. Em 1999, Cock et al. desenvolveram um dos primeiros pro-
cedimentos de extracio multirresiduo de 89 pesticidas em espinafre,
laranja, tomate e p€ssego, fornecendo resultados bastante satisfatérios
comparaveis aos do método mini-Luke, que utiliza Ultraturrax.* O
procedimento de agitagdo manual ou com auxilio do Vortex possui
vérias vantagens em relacio a agitagdo mecanica, tais como, possi-
bilidade de realizar a extracdo a campo; a extracdo ocorre em um
unico frasco fechado ndo expondo o analista; rapidez, uma vez que
ndo hd necessidade de lavagem do homogeneizador entre extragdes.
Portanto, no desenvolvimento do método QuEChERS foi escolhida
agitagdo utilizando Vortex.’

Adicao de sais e a separacao de fases

A adig@o de sais para promover o efeito salting ou” tem sido uti-
lizada em varios métodos multirresiduo. Dependendo da natureza do
solvente utilizado na etapa de particdo obtém-se melhores percentuais
de recuperagdo para analitos polares, uma vez que a adi¢do de sais
diminui a solubilidade destes compostos na fase aquosa, bem como
a quantidade de dgua na fase organica e vice-versa.*

Nos métodos multirresiduo que utilizam acetona, a parti¢do &
controlada através de uma combinacdo de NaCl e solventes apolares,
porém tem como desvantagens a diluicdo do extrato e o consumo
de um maior volume de solvente.***’ Entretanto, os métodos mul-
tirresiduo que utilizam acetonitrila, desenvolvidos até entdo, nio
empregam adi¢cdo de nenhum tipo de solvente apolar no processo
de parti¢do. Na extracdo com acetonitrila, a adi¢do de sais € muito
conveniente uma vez que € rapida, fécil, apresenta baixo custo, tem
a grande vantagem de ndo diluir o extrato da amostra e proporciona
a separagdo das fases organica e aquosa.*s*

A utilizacdo de sais secantes para melhorar a recuperagdo de
pesticidas polares foi descrita por Andersson et al.,”° os quais utili-
zaram sulfato de sédio (Na,SO,). No desenvolvimento do método
QuEChERS foi empregada uma mistura de 1 g de NaCl e 4 g de
sulfato de magnésio (MgSO,). A escolha do MgSO, foi devido a
maior capacidade de remover dgua quando comparado a outros sais.
Além de reduzir o volume de fase aquosa, sua hidratacdo € uma re-
acdo exotérmica, tendo como resultado o aquecimento entre 40 e 45
°C da amostra durante as etapas de extragdo/parti¢do, favorecendo a
extracdo, especialmente dos compostos apolares.’

Clean-up

A etapa de clean-up ¢é essencial para promover robustez e con-
fiabilidade aos resultados obtidos pelo sistema cromatografico, uma
vez que componentes nao-volateis da matriz podem ficar aderidos
no conjunto injetor-insersor e também na coluna cromatografica,
alterando a resposta do sistema e aumentando a frequéncia de ma-
nutengdes necessarias. >

Tradicionalmente as etapas de clean-up empregam SPE, a qual
utiliza cartuchos ou colunas que contém entre 250 e 1000 mg de
sorvente. Esta técnica envolve operagdo manual, uso de diferentes
solventes para lavagem do sorvente, etapas de evaporacao e secagem.
Muitos fatores afetam a precisdo quando se trabalha com SPE, entre
eles o ajuste do sistema de vacuo e o fluxo dos solventes. Esta técnica
quando automatizada requer manutencao frequente, além dos sistemas
hoje disponiveis apresentarem um custo consideravel.>*>*

Um novo método de clean-up denominado extragdo em fase sélida
dispersiva (Dispersive Solid Phase Extraction, D-SPE) foi proposto
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juntamente com o método QUEChERS,’ onde 1 mL do extrato é
colocado em contato com uma mistura contendo 25 mg do sorvente
amina primdria-secunddria (primary secondary amine, PSA) e 150
mg de MgSO,. Ao contrério dos métodos jé existentes para clean-up
com SPE que utilizam cartuchos ou colunas, a D-SPE permite que o
clean-up e areducdo de dgua residual sejam efetuados de uma forma
rapida e simultinea. Esta etapa de remog¢ao de dgua proporciona um
extrato final de menor polaridade, facilitando assim a precipitagio
de coextrativos polares. O sorvente retém as interferéncias da matriz,
sendo que depois da agitacdo manual e centrifugacdo o extrato estd
pronto para ser injetado no sistema cromatografico.>>¢ A estrutura
bidentada do PSA tem um elevado efeito quelante, devido a presenca
dos grupos amino primdrio e secundério. Como resultado, a reten¢éo
de 4cidos graxos livres e de outros compostos polares presentes na
matriz é muito forte. Um clean-up eficiente garante uma maior vida
util para os insersores, bem como para as colunas cromatograficas,
reduzindo assim a contaminagéo do sistema cromatografico.’’

Utilizacio de padrao interno x minimizacio de erros

Um dos principais objetivos dos métodos multirresiduo € o au-
mento da eficiéncia no laboratério e a reducio das fontes de erros,
minimizando a incerteza do resultado final. A propagacao dos erros
nas etapas do método QUEChERS foi monitorada através da utiliza-
¢do do padrdo interno trifenilfostato, que apresenta as vantagens de
fornecer altos percentuais de recuperacio (> 98%) na fase organica,
ndo interagir com o sorvente PSA utilizado na etapa de clean-up,
além de ser um excelente padrdo interno para LC e GC.?

Efeito matriz e protetores dos analitos

Os analitos injetados no sistema cromatografico interagem com
afase estaciondria da coluna cromatografica e com outras superficies
como, por exemplo, o injetor do cromatdgrafo a gds. No injetor,
onde estdo localizados o insersor e a parte inicial da coluna, hda uma
forte atividade, uma vez que estas partes se tornam recobertas por
um filme de componentes ndo-volateis com fortes interacdes. Estas
interagdes sdo responsaveis pelos picos com cauda e pela degradagio
de algumas classes de pesticidas. Estes efeitos podem ser reduzidos
quando se utilizam na solugio de inje¢do os componentes da matriz
provenientes do extrato. Estes promovem uma melhor transferéncia
dos analitos para a coluna, quando comparada com a injeg¢do dos
analitos em solvente puro, comportamento conhecido por efeito
matriz.’® Vdrios sio os fatores que envolvem o efeito matriz, entre
eles podemos citar: nimero e tipo de sitios ativos localizados no
injetor e na coluna, estrutura quimica dos analitos, concentra¢do dos
analitos, temperatura de inje¢@o, tempo de interag@o, além do tipo e da
concentra¢ao da matriz.’ Sendo assim, muitos laboratérios preparam
os padrdes para GC no extrato “branco” da matriz com a finalidade
de obter um melhor sinal cromatogréfico e limites de detec¢do mais
baixos. Porém este procedimento apresenta algumas desvantagens
como, por exemplo, a dificuldade de obtengdo de “brancos”, além
do aumento nas manuteng¢des do sistema, uma vez que uma maior
quantidade de matriz serd injetada no sistema. Algumas agéncias
como a Environmental Protection Agency (EPA) e a Food and Drug
Administration (FDA) ndo permitem esta pratica.’

Na andlise por LC-MS a presenca da matriz pode resultar em mu-
dangas na eficiéncia de ionizagdo, uma vez que pode ocorrer supressao
ou aumento da ionizacdo. O mecanismo exato da supressdo idnica €
desconhecido, porém € causado pela presenca de substincias ndo-volateis
e por compostos com superficie bastante ativa. O efeito matriz também é
dependente da natureza quimica do analito, pois a eficiéncia de ionizagio
dos compostos polares € mais influenciada pela presenca de coeluatos
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provenientes da matriz quando comparada com compostos apolares.
Alguns parametros instrumentais, como fonte de ionizagdo e vazio da
fase mével, também influenciam na extensdo do efeito matriz.”

Anastassiades et al. observaram que a utilizagdo de PSA como
sorvente na etapa de clean-up removia a maior parte dos coextrativos
presentes no extrato, havendo a possibilidade de degradacao de alguns
analitos no momento da injegéo.’ Sendo assim, baseados nos estudos de
Erney et al.,*® estudaram diferentes compostos que poderiam ser utiliza-
dos no lugar do extrato “branco” da matriz; estes foram denominados
de “protetores” dos analitos.” Neste estudo foram avaliadas mais de 90
substancias de diferentes classes quimicas; as que apresentaram os me-
Thores resultados foram etilglicerol, gulonalactona e sorbitol. O uso destes
compostos nas solugdes a serem injetadas no sistema cromatografico
impede que os analitos de interesse sofram degradacéo e/ou adsor¢io
no mesmo. Além disso, outras grandes vantagens sdo a facilidade no
preparo das solugdes padrdo contendo estas substincias e uma menor
frequéncia de manutengdes no sistema cromatografico.%¢!

MODIFICACOES DO METODO QuEChERS
Efeito do pH

Pesticidas tais como tiabendazol, imazalil, carbendazina, captana,
folpete, diclofluanida, clorotalonil, entre outros, sdo sensiveis ao
pH do meio e requerem condigdes analiticas adequadas para evitar
perdas.® Em geral, os pesticidas sdo estdveis em pH dcido, porém
alguns compostos, por exemplo, imazalil e tiabendazol, apresentam
baixos percentuais de recuperacdo quando em pH dcido, devido
ao fato de estarem protonados e solubilizados na fase aquosa, ndo
sendo recuperados na etapa de parti¢do. As frutas e os vegetais apre-
sentam um pH natural que varia entre 2,5 e 6,5. Portanto, o ajuste
do pH também estd relacionado a presenga de coextrativos na fase
organica, uma vez que se observa uma maior presenca de gordura
e 4cidos graxos quando a extracdo € efetuada em meio dcido. No
método QUEChERS original ndo foi realizada nenhuma correcao de
pH, porém os autores obtiveram resultados bastante varidveis para
os pesticidas captana, clorotalonil, diclofluanida, dicofol, folpet,
pimetrozina e tolilfluanida.>¢*

Estes compostos sdo conhecidos devido a dificuldade de quanti-
ficacdo, sendo que nos métodos multirresiduo atuais sdo geralmente
analisados no modo screening e, posteriormente, utilizam-se técnicas
mais especificas para se obter resultados adequados.®*® Observa-se que
folpete, captana, diclofluanida e tolilfluanida possuem em suas estru-
turas o grupo funcional N-trialometil, principal fonte de instabilidade
destas estruturas. Em pH alcalino, sob determinadas condicdes, captana
e captafol degradam a tetra-hidroftalamida, folpete sofre conversdo a
ftalamida, e diclofluanida e tolilfluanida degradam a N’,N”’-dimetil-N-
fenilsulfamida e dimetilamino-sulfotoluidina, respectivamente. Além
destes, dicofol e clorotalonil convertem-se em diclorobenzofenona e
4-hidroxi-2,5,6-tricloroisoftalonitrila, respectivamente. Estes produtos
de degradacdo atestam a presenca dos pesticidas que lhes deram origem.
Nos casos em que grandes quantidades de metabdlitos s3o encontrados,
é normal que se realize uma andlise mais especifica utilizando outros
métodos de preparo e/ou andlise.*%

As causas dos problemas encontrados na andlise destes compostos
sdo diversas e dificeis de serem controladas. Como exemplo destes
parametros que influenciam a taxa de degradagdo pode-se citar pH, tipo
de solvente, luminosidade, componentes da matriz, temperatura, teor de
4gua e concentragdo do analito. Estes pesticidas também sdo suscetiveis
a efeitos adversos provenientes do sistema de inje¢do e da coluna. A
fonte do espectrometro de massas também esta sujeita a estes problemas,
uma vez que o espectro de massas destes compostos obtido no modo de
ionizacdo por impacto de elétrons, geralmente, ndo exibe o fon molecular.
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Como exemplo podem-se citar as dificuldades encontradas na andlise de
captana devido a este se dissociar em fons de razdo massa/carga (m/z)
baixa. Portanto, quando resultados ndo satisfatdrios sdo obtidos para estes
compostos € dificil indicar a causa de sua degradacdo, uma vez que pode
ser proveniente do processamento da amostra, extragdo, clean-up, dos
sistemas de injegdo, separagao e/ou detecgdo.®

Mastvoska e Lehotay estabeleceram que a adicdo de 0,1% (v/v)
de acido acético (HAc) em acetonitrila aumenta a estabilidade de
pesticidas antes da andlise.* Entretanto, ndo observaram aumento
significativo dos percentuais de recuperagdo obtidos através da extra-
¢do de uma mistura de matrizes de péssego, ameixa, pepino e pimenta
verde fortificada ao nivel de 500 pg kg ' utilizando método QUEChERS
original sem adi¢@o de 4cido acético e com adi¢do de 0,1; 0,5 e 1,0%
(v/v) de dcido acético em acetonitrila. Surpreendentemente, 0 aumento
da concentragdo de dcido acético ndo foi acompanhado por um aumento
significativo das recuperagdes. Os resultados demonstraram que com a
adi¢do de 4cido acético menores percentuais de recuperacdo (< 30%)
foram obtidos para clorotalonil e diclofluanida, sendo este ltimo
o fungicida com grupo N-trialometil mais sensivel a degradacdo na
presenca de acetonitrila. Sendo assim, a adi¢iio de 4cido acético na
acetonitrila, seguida da utilizagdo de NaCl + MgSO, para promover o
processo de parti¢do, ndo trouxe uma melhora significativa.®

O pH € importante tanto para compostos sensiveis a degradagdo
em meio alcalino, como para aqueles sensiveis em meio 4dcido como,
por exemplo, pimetrozina. Assim, recomenda-se uma faixa de pH entre
4 e 5, uma vez que a mesma proporciona boas recuperacdes (> 70%)
para pesticidas sensiveis em meio dcido, além de garantir estabilidade
para aqueles pesticidas sensiveis em meio alcalino. O tamponamento
dos extratos entre pH 4 e 5 com acido acético (pKa = 4,75) e acetato
de sédio (NaAc) tem sido adotado. Acido acético e acetato de sédio
estdo presentes de forma natural em vdrias frutas e vegetais, portanto,
a utilizacdo deste tampao evita que novos reagentes sejam utilizados
e que interferéncias indesejdveis venham a ocorrer.®*

Para ndo aumentar o nimero de etapas do método original,’ a
adicdo dos reagentes que formam o tampao foi efetuada da seguinte
forma: o 4cido acético (1% v/v) foi adicionado a acetonitrila e o
acetato de sodio (1,5 g) foi adicionado no lugar de cloreto de sédio.
E importante salientar que durante a modificaco, ilustrada na Figura
2, a agitagdo por Vortex foi substituida por agitacio manual. Além
disso, outro fator relevante a ser considerado € a maior quantidade
de amostra (15 g) e de solvente (15 mL) utilizados no método mo-
dificado. A fim de aumentar a quantidade de extrato disponivel para
a realizacdo da etapa de clean-up, faz-se a posterior evaporagdo e
reconstituicdo do extrato em tolueno. Este procedimento opcional
tem como objetivo possibilitar a andlise do extrato em detectores
cléssicos utilizados em cromatografia gasosa.®

Etapa de clean-up

No método QUEChERS original, a etapa de clean-up dispersivo uti-
lizando o sorvente PSA € muito eficiente na remogao de dcidos graxos e
outros dcidos organicos presentes nos alimentos, entretanto, ineficiente
na remocao de clorofila e esterdis de extratos vegetais. A clorofila ndo
interfere diretamente na andlise cromatografica de pesticidas, porém
fica retida no insersor do injetor aumentando a necessidade de troca
deste e das manutengdes na coluna cromatografica.®

A utilizacio de cartuchos contendo PSA e carbono grafitizado
foi reportada por Lehotay et al. para aremocdo de clorofila e esterdis
provenientes de amostras de alface, porém o carbono grafitizado
(Grafitized Carbon Black, GCB) tem como caracteristica a forte
retencdo de pesticidas que apresentam estruturas planares, como
tiabendazol, hexaclobenzeno e terbuf6s, entre outros. Este problema
foi minimizado através do uso de tolueno na elui¢do. O uso de GCB
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Pesar 15 g de amostra
(tubo de teflon®50 mL)

l

Adicionar 15 mL de MeCN / 1% HAc

l

Adicionar o padrao interno
(etoprofos)

l

Adicionar 6 g MgSO, e 1,5 g de NaAc

Agitar manual 1 min e centrifugar

Transferir para outro tubo 1 mL de
extrato e adicionar 150 mg de MgSO4
e 50 mg PSA

Agitar manual 20 s e centrifugar

Analise cromatografica

Procedimento Opcional

Transferir 5 mL de extrato
adicionar 1 mL de tolueno

|

Evaporar até 0,3 - 0,5 mL
(Turbovap, 50 °C) e reconstituir
até 1 mL com tolueno

|

’ Adicionar 150 mg de MgSO, ‘

Agitar Vortex e centrifugar

’ Andlise Cromatografica ‘

Figura 2. Fluxograma representativo do método QuEChERS modificado

proporcionou uma remogao adicional de extrativos quando comparado
com PSA na etapa de clean-up.®

Lehotay et al. avaliaram a modificacdo do método QuUEChERS
para extragdo de 32 pesticidas utilizando uma mistura de C ;e PSA
na etapa de clean-up de amostras contendo um alto teor de gordura
como, por exemplo, leite, ovo e abacate.”” A combinacdo de Cge
PSA proporcionou bons resultados na etapa de D-SPE, apresentando
recuperagdes na faixa de 70-120% com valores de RSD < 10% para
a maioria dos compostos avaliados. A utilizacdo de C ; na etapa de
clean-up do método QUEChERS tem sido demonstrada para amostras
contendo teores de gordura > 2% como, por exemplo, arroz, cevada,
trigo, 6leos vegetais entre outras.®s”!

TECNICAS CROMATOGRAFICAS ACOPLADAS A
ESPECTROMETRIA DE MASSAS

Desde os anos 1970 tém-se utilizado a técnica de GC acoplada
a sistemas cldssicos de detec¢do como, por exemplo, detecgdo por
captura de elétrons (Electron Capture Detection, ECD), detec¢ao de
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nitrogénio e fésforo (Nitrogen and Phosphorus Detection, NPD) e
deteccdo por fotometria de chama (Flame Photometric Detection,
FPD) para a determinagéo de residuos de pesticidas.”’® Porém, mui-
tos pesticidas que eram analisados por estes detectores, estdo sendo
substituidos por outros compostos que possuem, em geral, melhor
acdo e menor impacto ambiental, entretanto muitos quando analisados
por GC, nio sdo detectados ao nivel de pg kg'.™

Atualmente, a técnica GC-MS ¢ utilizada com frequéncia para
determinagao multirresiduo de pesticidas em alimentos. A facilidade
do acoplamento GC-MS, além da disponibilidade de um banco de
espectros de massas padrdo obtidos no modo de ionizagdo por impacto
de elétrons (Electron lonization, El) ajudaram na disseminacdo da
técnica GC-MS.57¢

GC-MS € uma das principais ferramentas aplicadas em andlise de
residuos de pesticidas por permitir que a confirmagdo e a determina-
¢do de um grande nimero de compostos seja feita simultaneamente.
Os baixos LD’s obtidos s@o consequéncia da alta seletividade pro-
movida pelo uso de diferentes modos como, por exemplo, o modo
SIM que tem sido utilizado para determinar residuos de pesticidas
em alimentos.””’®

A ionizagdo dos pesticidas em GC-MS pode ser realizada utili-
zando os modos EI e ionizacdo quimica (Chemical lonization, CI),
positiva ou negativa. As vantagens da utilizacdo do modo EI sao a
baixa influéncia da estrutura molecular na resposta e o grande nimero
de fragmentos caracteristicos que sio gerados. Entretanto, o modo
CI positivo ou negativo proporciona uma melhor seletividade para
muitos pesticidas quando comparado com o modo EI. O modo CI é
preferencialmente utilizado para a determinacdo de organo-haloge-
nados, piretréides e organofosforados. Este modo € menos utilizado
em métodos multirresiduo, por ndo ser uma técnica de ionizacio
universal, além de fornecer espectros contendo um pequeno nimero
de fragmentos, oferecendo menos informagao qualitativa.”

Na seletividade, porém, interferéncias provenientes da matriz
podem influenciar o resultado, e a identificacdo dos analitos pode
ficar comprometida. Recentes avangos em MS propdem um aumento
da especificidade, a partir da exclusdo dos fons dos interferentes da
amostra. Uma maior seletividade também ¢ observada quando se
utiliza CI, entretanto, a informacao relacionada a estrutura dos com-
postos que estdo sendo analisados também ¢ diminuida.”

Os fons que sdo formados, tanto por EI como por CI precisam
ser separados de acordo com suas razdes m/z. Ha 4 classes de ana-
lisadores (filtros de massas), que sdo utilizados para selecionar e
filtrar os fons, sendo eles: radio frequéncia (tanto quadrupolo quanto
trapeamento de fons);¥ tempo de v6o; transformada de Fourier e setor
magnético, sendo que os mais utilizados sdo a rddio frequéncia e o
tempo de v6o.'

O uso de GC acoplada a espectrometria de massas sequencial
(Tandem Mass Spectrometry, MS/MS) promove um aumento de
seletividade em conjunto com uma redu¢@o do ruido, sem perder
a capacidade de identificagdo, permitindo a andlise de residuos de
pesticidas ao nivel de tracos na presenca de interferentes provenien-
tes da matriz. Esta técnica € particularmente utilizada na andlise
de amostras complexas, uma vez que permite a determinag@o de
diferentes analitos coeluentes.®’ Nos dltimos anos, védrios avan-
¢os na area de instrumentacdo possibilitaram aos equipamentos
um aumento de sensibilidade, sendo possivel a identificagdo e
quantificacdo de analitos em niveis inferiores aos estabelecidos
pelos Limites Mdximos de Residuos (LMR’s). Entre estes avangos
podemos citar os sistemas de inje¢do de grandes volumes (Large
Volume Injection — LVI), que permitem a inje¢do de uma maior
quantidade de extrato e consequentemente de analitos, promovendo
um aumento significativo de sensibilidade. Outro avanco bastante
significativo nos sistemas de injecdo foi a possibilidade da realiza-
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¢do de programagdo de temperatura de vaporizagdo (Programmed
Temperature Vaporized - PTV) que possibilita a obtencdo de uma
melhor resposta cromatografica.”

O grande desafio para os analistas no desenvolvimento de um mé-
todo multirresiduo € a obtencgao de percentuais satisfatérios de recupe-
racdo dos analitos, bem como a minimizagao das interferéncias através
da utilizacdo de métodos de extragio e clean-up apropriados.* Nos
ultimos anos, vdrias foram as aplicacdes e modificacdes realizadas
no método QUEChERS, afim de alcancar este objetivo. Na Tabela 1 é
realizada uma descricdo da utilizagdo deste método na determinacao
de residuos de pesticidas em alimentos por GC-MS/MS.

No passado, os métodos que utilizavam LC eram aplicados com
menor frequéncia na andlise de residuos de pesticidas, devido a uma
menor seletividade e sensibilidade apresentada pelos detectores uti-
lizados como, por exemplo, ultravioleta e arranjo de diodos quando
comparados com os métodos de GC existentes na época.” Porém, o
desenvolvimento de pesticidas polares, que apresentam em geral me-
nor persisténcia e toxicidade quando comparados com 0s compostos
apolares, exigiu a adequacdo dos métodos de andlise existentes, uma
vez que a maioria destes novos compostos nao apresenta uma boa res-
posta quando analisados por GC.'? A potencialidade do acoplamento
entre LC e MS ja havia sido reconhecida ha vérias décadas, porém
incompatibilidades relacionadas a vazdo do eluente com relagao
a velocidade de bombeamento do sistema de vicuo e o projeto da
fonte de fons do espectrometro de massas fez com que a utilizacio
desta técnica em andlises de rotina ocorresse recentemente.”® Este
acoplamento oferece uma série de vantagens, dentre elas, elevada
sensibilidade e seletividade.”

Desde o desenvolvimento de fontes de ionizag¢do que operam a
pressdo atmosférica (Atmospheric Pressure lonization, API) como,
por exemplo, a ionizagdo por eletronebulizacdo (Electrospray loniza-
tion, ESI) e aionizacdo quimica a pressdo atmosférica (Atmospheric
Pressure Chemical lonization, APCI), varios instrumentos robustos
e confidveis estdo disponiveis. Assim como ocorre com GC-MS/MS,
a LC-MS/MS permite um aumento de seletividade e sensibilidade
proporcionando o monitoramento de centenas de pesticidas em uma
dnica andlise.”*”® LC-MS/MS tornou-se uma ferramenta indispen-
sdvel em laboratdrios que trabalham com andlise multirresiduo de
pesticidas. Apesar do alto custo de aquisicdo e manutenc@o destes
equipamentos, apresentam uma série de vantagens, entre elas alta
eficiéncia analitica, menor tempo no desenvolvimento de métodos e
elevada robustez.> Nos dltimos anos, vérios estudos e determinacoes
de residuos de pesticidas, utilizando o método QUEChERS e LC-MS/
MS, tém sido realizados em diversos tipos de alimentos, conforme
descrito na Tabela 2.

VERSATILIDADE E FUTURO DO METODO QuEChERS

As modificagdes ja realizadas neste método indicam um futuro
promissor na andlise multirresiduo de pesticidas em alimentos e outros
produtos agricolas. Além dos trabalhos citados nesta revisdo, o método
tem sido aplicado com sucesso para a extracdo de pesticidas em outras
matrizes. Lee et al. utilizaram o método QuUEChERS para extragdo de
49 pesticidas multiclasse em folhas de fumo. Na determinac@o destes
compostos empregou-se GC-MS/MS. Os valores de recuperagao
ficaram na faixa de 71,9 a 120,1%, com valores de RSD < 13,9% e
valores de Limite de Quantificacdo (Limit of Quantification - LQ) na
faixade 0,0152a0,157 mg kg'.!” As técnicas de GC-MS e LC-MS/MS
foram utilizadas na determinagao de 24 pesticidas em amostras de solo,
que foram extraidas utilizando o método QuEChERS. Os compostos
analisados apresentaram recuperacdo média de 72,7%, com RSD na
faixade 1,5 a 18,3%. As faixas de LD e LQ ficaram entre 0,02 e 88 ug
kg'e entre 0,08 ¢ 292,0 pg kg, respectivamente. '’
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O método QUEChERS e a GC-MS foram empregados com
sucesso na extracdo e determinacgédo de 41 pesticidas (organoclo-
rados e organofosforados) em uma mistura de plantas fitoterdpicas
(Scutellaria baicalensis e Acacia catechu). Os percentuais de
recuperagdo obtidos ficaram entre 80 e 120%, com RSD médio
de 5,4% e valores de LD entre 20 e 180 ug kg' e LQ entre 24 ¢
235 pg kgt

O método QuUEChERS tem sido empregado de forma satisfa-
téria quando aliado a espectrometria de massas, porém ndo estd
limitado somente a este tipo de detector. Herndndez-Borges et al.
utilizaram o método QUEChERS e GC-NPD para a determinagao
de 11 pesticidas em banana, com valores de LQ na faixa de 0,01 a
0,14 mg kg, percentuais de recuperacio entre 67 ¢ 118% e RSD
< 16%.'" O método QUEChERS foi utilizado na extragdo de 36
pesticidas em amostras de mel, seguida da determinagdo por GC-
ECD e GC-NPD. Obtiveram-se percentuais de recuperagdo entre
70 ¢ 120% e RSD < 22%.'"3

Os inseticidas diflubenzurona e triflumurona foram extraidos de
amostras de tomate empregando-se o método QuUEChERS e deter-
minados por LC acoplada a sistema de fotoderivatiza¢do pds-coluna
com detector de quimioluminescéncia. A recuperagao ficou entre 79,7
€ 94,2%, com valores de RSD < 10%, valores de LD na faixa de 0,05
20,26 pg kg! e valores de LQ entre 10 e 20 ug kg'.'"*

Desde o seu desenvolvimento o método QUEChERS ¢€ utilizado
na extracdo de residuos de pesticidas. Além deste amplo campo
de aplicacdo, este método tem sido usado na extracdo de outros
tipos de analitos. Pan et al. utilizaram o método QUEChERS para
a extragdo do antibidtico cloroanfenicol em amostras de mel, antes
da quantificacdo empregando LC-MS. Obtiveram recuperagdes
na faixa de 78 a 92%, com RSD entre 4,8 ¢ 8,9%.!> GC-MS
foi utilizado na determinacido multirresiduo de 40 farmacos em
amostras de sangue previamente extraidas aplicando-se o método
QuEChERS. Os valores de recuperacio ficaram na faixa de 56,0 a
103,7%, com RSD < 18,9%.'¢ Fagerquist et al. aplicaram o método
QuEChERS para extrac@o de 10 antibidticos B-lactimicos em rim
de bovinos. Na determinagdo destes compostos utilizou-se LC-MS/
MS, obtendo-se recuperagdes na faixa de 56,4 a 80,9%, com RSD
entre 6,1 e 17,2%.""7 Mastovska e Lehotay determinaram satis-
fatoriamente residuos de acrilamida, apds extragdo com método
QuEChERS, em cereais, manteiga de amendoim, chocolate, café
e dgua empregando LC-MS/MS e GC-MS. !

LC-MS/MS e GC-MS foram empregadas na determinacio
multirresiduo de 221 pesticidas e 26 micotoxinas. Estes com-
postos foram extraidos de forma simultanea empregando método
QuEChERS. Os percentuais de recuperacio dos pesticidas anali-
sados (52 compostos por GC-MS e 169 compostos por LC-MS/
MS) ficaram na faixa de 70 a 120%, com valores de RSD <20% .
Para as 26 micotoxinas avaliadas por LC-MS/MS foram obtidos
valores de LQ e LD entre 1 e 100 pg kg'', e entre 0,4 e 0,8 ug
kg!, respectivamente. Os percentuais de recuperagdo para 80%
das micotoxinas avaliadas ficaram entre 70 e 120%, com valores
de RSD < 20%.68119.120

Ensaios de proficiéncia empregando o método QuEChERS
mostram que este método € robusto, sendo o método transferido com
sucesso entre os laboratérios participantes.” Nos Estados Unidos,
este método foi adotado em 2007 como método oficial da Associa-
tion of Official Analytical Chemists (AOAC) para a determinacio
de residuos de pesticidas em alimentos.””! O método QuEChERS
também € considerado método oficial pelo European Committee for
Standardization.'” Além disso, durante a 39* sessdo do Comité de
Residuos de Pesticidas do Codex Alimentarius realizada em 2007,
os Estados Unidos apresentaram a proposta de oficializacdo deste,
como método padrdo do Codex Alimentarius.'”

Quim. Nova

CONSIDERACOES FINAIS

O método QUEChERS possui muitas vantagens sobre os mé-
todos tradicionais de preparo de amostra para determinagdo de
residuos de pesticidas, dentre elas podemos citar: altos percentu-
ais de recuperagdo (> 85%) sdo obtidos para um grande nimero
de compostos de diferentes polaridade e volatilidade, incluindo
pesticidas reconhecidos por sua dificuldade de andlise como, por
exemplo, metamidofds, ometoato, imazalil, tiabendazol, diclorvos,
piretréides, entre outros; o método € exato e preciso, sendo estes
itens assegurados pela utilizagdo de padrdo interno que permite
que sejam feitas correcdes relacionadas aos diferentes teores de
dgua presentes na amostra e, com isso, flutuacdes de volume em
diferentes matrizes; permite o preparo de 10 a 20 amostras entre
30 e 40 min; utilizagdo de um pequeno volume de solventes,
além de ndo utilizar solventes clorados, a adi¢do de acetonitrila
quando realizada com dispensadores faz com que o analista tenha
uma exposi¢do minima a este solvente; um unico analista pode
realizar o preparo da amostra; ndo requer a utilizagdo de muitos
materiais e equipamentos, bem como espago fisico durante a
execucdo do método.

A principal desvantagem deste método estd relacionada com a
relag@o amostra/extrato final que é de 1 g por 1 mL. Este valor € menor
quando comparado com os obtidos com outros métodos que utilizam
uma etapa de concentragdo apresentando relacdo amostra/extrato final
de 2 a5 gpor I mL." Portanto, se a matriz ndo € uma fonte de ruidos
nas andlises isto pode conduzir, no método QUEChERS, a valores de
LQ mais elevados, para o mesmo volume de inje¢do. Entretanto, con-
siderando a alta sensibilidade das técnicas cromatograficas disponiveis
atualmente, principalmente com GC-MS/MS e LC-MS/MS, o método
QuEChERS ¢ adequado e constitui o estado da arte para a determinaco
multirresiduo de pesticidas em diferentes alimentos.
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