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RESUMO

SILVA, B.C METODO QUEChERS PARA EXTRACAO E PURIFICACAO DE
RESIDUOS DE ANTIBIOTICOS EM AMOSTRAS DE LEITE:UMA REVISAO
SISTEMATICA. ltapetinga-BA: UESB, 2023 (Mestrado em Engenharia e Ciéncia de
Alimentos, Area de Concentragdo em Ciéncia de Alimentos).

A capilaridade da pecuéria leiteira é evidente, visto que a producéo de leite é difundida em
todas as regides do mundo. Tal fendmeno é explicado por sua qualidade nutricional,
fornecendo nutrientes de alto valor bioldgico. No entanto, na atualidade, seu consumo esta
associado a fonte de microrganismos resistentes aos antibioticos, medicamentos de uso
cotidiano na producdo leiteira. A resisténcia aos antibioticos é uma das ameacgas a saude
publica mundial. Assim, a avaliacdo da presenca de residuos de antibidticos no leite é uma
necessidade mundial. Esta avaliacdo € feita com o uso da cromatografia liquida de alta
eficiéncia, técnica que necessita do preparo de amostras, com uso de regentes quimicos para a
extracdo dos analitos necessarios, sendo este um gargalo de sustentabilidade. Isso tem levado
a necessidade de aumento de eficiéncia ambiental sem perder a analitica. Nesta efervescéncia,
surge o método de extracdo QUEChERS, inicialmente usado para determinacdo de pesticidas
em matrizes alimenticias, com duas modificaces posteriores no método original. Este método
tem sido usado para determinagdo de residuos de antibidticos em leite. Em funcdo disso, €
necessaria a observacdo do solvente usado para a obtencdo de maior eficiéncia analitica. Para
tal, foi realizada uma revisdo sistematica, buscando identificar qual a variagdo do método
QUEChERS com maior eficacia na extracdo e purificacdo de amostras com residuos de
antibidticos em leite. Para reunir evidéncias atuais, o presente estudo seguiu os procedimentos
de revisdo sistematica estabelecidos pelos itens de Relatorio Preferenciais para a Revisao
Sistematica e Meta-Anélises (PRISMA). O estudo visou responder a seguinte pergunta: Qual
o0 solvente e variacdo do método QUEChERS mais utilizado para extracdo de antibidticos em
leite. A partir da pergunta foram estabelecidos critérios de incluséo e exclusdo. As bases de
dados utilizadas foram: Springer Link, PubMed, Science Direct e periodicos Capes. Um total
de 1201 estudos foram encontrados, desse total apenas 19 estudos foram incluidos na revisao
sistematica. Concluimos que os pesquisadores que mais usam metodologia QUEChERS para
deteccdo de residuos de antibidticos em leite sdo os chineses, espanhois e brasileiros; o
solvente mais utilizado na fase de extracdo é a acetonitrila, e que a versdo QUEChERS
original é a mais utilizada para extracdo e purificacdo de amostras com residuos de
antibioticos em leite.

Palavras-Chave: Quimica verde, HPLC, Prisma



ABSTRACT

SILVA, B.C QUEChERS METHOD FOR EXTRACTION AND PURIFICATION OF
ANTIBIOTIC RESIDUES IN MILK SAMPLES: A SYSTEMATIC REVIEW.
Itapetinga-BA: UESB, 2023 (Mestrado em Engenharia e Ciéncia de Alimentos, Area de
Concentracdo em Ciéncia de Alimentos).

The capillarity of dairy farming is evident, since milk production is widespread in all regions
of the world. This phenomenon is explained by its nutritional quality, providing nutrients of
high biological value. However, currently, its consumption is associated with the source of
microorganisms resistant to antibiotics, drugs used daily in dairy production. Antibiotic
resistance is one of the threats to public health worldwide. Thus, the evaluation of the
presence of antibiotic residues in milk is a worldwide need. This evaluation is carried out
using high-performance liquid chromatography, a technique that requires sample preparation,
using chemical reagents to extract the necessary analytes, which is a sustainability bottleneck.
In this effervescence, the QUEChERS extraction method emerged, initially used for the
determination of pesticides in food matrices, with two subsequent modifications to the
original method. This method has been used for the determination of antibiotic residues in
milk. As a result, it is necessary to observe the solvent used to obtain greater analytical
efficiency. To this end, a systematic review was carried out, seeking to identify which
variation of the QUEChERS method was most effective in extracting and purifying samples
with antibiotic residues in milk. To gather current evidence, the present study followed the
systematic review procedures established by the Preferred Reporting Items for Systematic
Review and Meta-Analyses (PRISMA). The study aimed to answer the following question:
What is the most used solvent and variation of the QUEChERS method for extracting
antibiotics in milk. Based on the question, inclusion and exclusion criteria were established.
The databases used were: Springer Link, PubMed, Science Direct and Capes journals. A total
of 1201 studies were found, of which only 19 studies were included in the systematic review.
We conclude that the researchers who most use the QUEChERS methodology to detect
antibiotic residues in milk are Chinese, Spanish and Brazilian; the most used solvent in the
extraction phase is acetonitrile, and that the original QUEChERS version is the most used for
extraction and purification of samples with antibiotic residues in milk.

Key words: Green Chemistry, HPLC, Prism



1 INTRODUCAO

O leite é considerado alimento de alto valor nutricional em funcdo de suas
caracteristicas fisico-quimicas. Além do consumo in natura, o leite é base para a producdo de
diversos derivados, de importancia economica, social e cultural. Por estas qualidades sua
producdo € disseminada em todos os continentes. Esta composicdo fisico-quimica pode ser
alterada por fatores como a espécie animal, estagio de lactacdo, condi¢bes ambientais, estado
nutricional e sanidade, sendo a sanidade considerada um dos fatores de maior interferéncia na
qualidade do leite e derivados, especificamente na relagdo com a seguranga do alimento.

Na producéo animal, o0 manejo sanitario é fator-chave, pois a sua execucao correta €
sindnimo de seguranca alimentar. O manejo sanitario esta incorporado aos conceitos de bem-
estar animal, com objetivo principal de ofertar alimentos de origem animal seguros, livres de
patdgenos que possam gerar danos a saude publica. Em animais leiteiros, a doenca mais
prevalente é a mastite, inflamacdo da glandula mamaéria causada por microrganismos
patogénicos. O controle das mastites se da por meio de praticas profilaticas associadas a
higiene de ordenha, avaliacdo didria de casos clinicos e constante avaliacdo de casos
subclinicos, e com terapia antibidtica. Esta terapia tem sido indicada como uma das causas da
presenca de residuos de antibioticos em leite em funcdo da auséncia de prescricdo meédico-
veterinaria, uso incorreto de medicamentos e a ndo observacao do tempo de caréncia prescrito
pelos fabricantes dos medicamentos. A presenca de residuos de antibidticos no leite gera
riscos ao consumidor, por causarem alergias, e problemas tecnoldgicos na inddstria lactea.
Além disso, atualmente o problema em maior evidéncia internacionalmente é o consumo de
leite com teores de residuos de antibioticos, uma das fontes geradoras de resisténcia dos
microrganismos aos antibidticos aos antibidticos.

O rastreamento de leite contaminado, associado a fatores educacionais, € fator
fundamental no combate a presenca de residuos de medicamentos de uso veterinario no leite.
Este rastreamento é fundamental para a elaboracédo de politicas publicas, servindo como base
para as analises de riscos. O monitoramento dos residuos de antibiéticos no leite pode ser
realizado por métodos de triagem e confirmacdo. O método de triagem indica a possivel
presenca dos antibidticos, mas com a necessidade de testes confirmatorios, por outro lado a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), método de separacdo de compostos, indica a
presenca e quantifica determinado antibiotico na amostra de leite avaliada.

O uso da CLAE é necessario a preparacdo da amostra, etapa considerada gargalo em

procedimentos analiticos. Assim, existem algumas técnicas de preparo de amostras com a
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purificacdo das matrizes, como a extracdo em fase sdlida de polimeros molecularmente
impressas, extracdo assistida por microondas extracdo de fluido supercritico, extracdo
assistida por ultrassom, microextracdo em fase solida, dispersdo em fase solida de matriz,
microextracdo liquido-liquido dispersiva e extracdo acelerada por solvente. Dentre essas
técnicas, ha a metodologia QUEChERS, um tipo de extracdo em fase sdlida dispersiva (dSPE)
usada para preparo de amostras. QUEChERS significa rapido, facil, barato, eficaz, robusto e
seguro (do inglés, Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe) que ganhou popularidade
desde a sua introducdo em 2003, com o intuito de purificagdo em matrizes como frutas e
verduras para posterior quantificagdo de agrotoxicos e pesticidas, mas com o passar do tempo
vem sendo adotada em diversas matrizes alimentares. Na area de contaminantes do leite, seu
uso vem sendo sugerido, inclusive com a indicacdo da necessidade de ajustes, como quais
solventes melhores se adaptam, fases de extracdo, particdo ou limpeza, que volume de
amostra, dentre outras possibilidades nos procedimentos para a obtencdo das melhores
condicdes analiticas para deteccdo de residuos de antibidticos.

Revisdo de literatura sdo ferramentas aplicadas cotidianamente em pesquisas
cientificas para o entendimento dos problemas e geracdo do conhecimento cientifico. Existem
diversas possibilidades de revisdes de literatura que sdo usadas com diferentes objetivos
como: observacdo de falhas em estudos ja realizados, ou desenvolvimento de novos trabalhos
que cubram brechas na literatura.

Dentre os tipos de revisdo de literatura, a revisdo sistematica com ou sem metanalise é
uma modalidade de pesquisa que segue protocolos metodoldgicos especificos, como a
identificacdo da pergunta cientifica, uso correto das bases de dados, palavras-chave, dos
critérios de inclusdo e exclusdo dos artigos avaliados; estes critérios tém o objetivo da
reprodutibilidade, fator essencial no fazer ciéncia. Assim para compreensdo desta
problematica e avaliar o que tem sido feito em termos de uso da metodologia QUEChERS
como preparo de amostras, foi realizada uma revisdo sistemética de literatura buscando

identificar qual a variacdo do método com maior eficacia na extracao de antibiéticos em leite.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Revisao de Literatura

2.1.1 Os tipos de revisdo de literatura

O conhecimento classicamente tem sido desenvolvido por meios de experimentos
empiricos, sendo este o caminho do desenvolvimento cientifico ao longo dos tempos. Assim,
foi dessa forma que a ciéncia evoluiu, sempre baseada em evidéncias, obtidas
experimentalmente. A partir de dado momento foi percebida a possibilidade de geracéo de
novos conhecimentos baseados em andlise dos experimentos empiricos, sintetizando novas
informacdes. Esta nova forma de avaliacdo cientifica foi denominada de revisdo sistematica
de literatura (Beecher, 1955).

Ap6s o desenvolvimento da metodologia cientifica, o conhecimento cientifico tem
sido obtido por meio de estudos publicados nos periddicos cientificos. Esta leitura permite ao
pesquisador identificar e organizar conceitos em determinado campo de pesquisa (Synder,
2009). Assim, a revisdo de literatura € considerada fundamental no desenvolvimento de
trabalhos cientificos, ganhando destaque e relevancia, pois possibilita o desenvolvimento de
estudos que preencham lacunas cientificas, trazendo contribuicdo para determinado campo
cientifico, propondo novos temas, problemas, hipOteses e metodologias atualizadas de
pesquisa.

As revisdes de literatura se classificam em (Tabela 1): revisdo critica; revisdo
integrativa; revisao da literatura; revisdo de mapeamento; meta-analise (técnica estatistica
desenvolvida para integracdo dos resultados de estudos independentes do mesmo tema de
pesquisa, com combinacdo de resultados); revisdo de estudos mistos/ revisdo de métodos
mistos; visdo geral; revisao sistematica qualitativa; revisdo rapida; revisdo de escopo; revisao
do estado da arte; revisdo sistematica; revisdo sistematizada; revisdo guarda-chuva (Booth,
2016).

Na revisdo critica de literatura, ha analise extensiva da literatura sobre o tema, com
avaliacdo criteriosa e critica em relacéo a sua qualidade (Grant, 2009); na revisdo integrativa
ha a avaliacdo da qualidade metodoldgica com algumas fases como: i) identificacdo do tema e
questdo da pesquisa; ii) critérios de inclusdo e excluséo; iii) definicdo de informacdes a serem
extraidas; iv) avaliagdo dos estudos incluidos; v) interpretacdo dos resultados; vi) sintese de
resultados (Galvdo, 2004); a revisdo de mapeamento organiza e categoriza a literatura

existente, identificando lacunas na pesquisa; ja a meta analise &€ uma tecnica que combina de
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maneira estatistica os resultados, gerando mais precisdo (Grant et al., 2009; Moher et al.,
2015).

A revisdo de métodos mistos € qualquer combinacdo de métodos no qual pelo menos
um dos componentes é uma revisdo bibliografica; a revisdo rapida permite uma avaliagdo do
que j& se sabe sobre uma questdo, usando métodos de revisdo sistemética para avaliacdo
critica do que existe na literatura (Featherstone et al., 2015); enquanto a Revisdo de Escopo
fornece uma avalia¢do preliminar do tamanho do possivel trabalho e extensdo da literatura,
destinado a identificacdo da natureza da evidéncia (Colquhoun et al, 2014); a revisdo de
estado da arte € centrado em assuntos atuais, oferecendo novas perspectivas sobre um assunto,
ou destacando uma area que precisa de mais investigacbes (Booth, 2016); a revisdo
sistematica € um tipo de revisdo que avalia, sintetiza evidéncias de estudos, e a revisdo
guarda-chuva, também chamada de revisdo de cobertura, utiliza apenas unidades de analise
que foram extraidas das revisdes sistematicas e metanalise (Grant et al., 2009).

Tabela 1- Caracterizagdo do tipo de revisao da literatura.

Tipos de Revisdo Descricdo

Reviséo Critica Investigacdo extensiva e avaliagdo critica de qualidade, resultando em

novas teorias e hipoteses

Revisdo Integrativa

Revisdo de Literatura
Revisdo de Mapeamento

Meta analise

Revisdo de estudos mistos
Visdo geral

Revisao Sistematica Qualitativa
Revisdo Rapida

Reviséo Scoping

Revisdo do Estado da Arte

Revisdo Sistemativa

Revisao Guarda Chuva

Uso de métodos amplos, com inclusdo de investigacBes experimentais e ndo
experimentais

Anélise da literatura mais recente

Mapeia e categoriza a literatura existente atraves de revisfes ou pesquisas
primarias, identificando as necessidades de pesquisa

Combina estatisticamente os resultados de estudos quantitativos para
fornecer resultados mais precisos

Combina estudos gquantitativos com qualitativos

Pesquisa de literatura e descrigdo de suas caracteristicas

Integra ou compara os resultados dos estudos qualitativos.

Considerada um método mais seletivo

Uso de métodos de revisdo para pesquisa e avaliacdo de pesquisas existentes
Identificacdo da natureza e extensdo das evidéncias dos estudos
Aborda assuntos atuais, oferecendo nova perspectiva sobre
possibilitando indicagdo de investigagdes futuras

Pesquisa em mais de uma base de dados, com a analise dos resultados de
modo sistematico

Evidéncias de varias revisdes, com foco em uma condi¢do ou problema ,
com incluséo de revisdes com maior indice de evidéncia

0 tema,

Fonte: Booth, 2016

2.1.2 A revisao sistematica de literatura

Dentre este conjunto de ferramentas analiticas, a revisdo sistematica se destaca por sua

forma rigorosa de resumir as evidéncias cientificas disponiveis, permitindo que os resultados
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das analises sejam comparados, para integragdo de informacgdes dos estudos avaliados,
abrindo, dessa forma, a possibilidade de identificacdo de temas com provavel investigacao
futura (Mancini, 2007; Roever, 2020). Assim, este foi o tipo de revisdo escolhida para este
estudo.

O termo revisdo sistematica se originou em oposi¢do a expressao revisao narrativa ou
de literatura/revisao bibliografica. As revisdes narrativas sdo conhecidas por apresentar uma
historia, discutindo assuntos tedricos sem técnicas quantitativas, ndo aplicando critérios
explicitos e sisteméticos para a busca e analise critica das evidéncias (Dubugras, 2009); por
sua vez revisbes sistematicas sdo uma modalidade de pesquisa que segue protocolos
especificos, com foco na reprodutibilidade, apresentando as bases de dados consultadas,
estratégias de busca empregadas em cada base, processo de selecdo dos estudos, critérios de
inclusdo, exclusdo e processo de anélise de cada artigo.

As revisOes sistematicas podem ainda ser classificadas em: i) revisdes sistematicas
com meta-analise, ii) revisdes narrativas e iii) revisbes sistematicas com meta sintese
(Siddaway, Wood e Hedges; 2019). A revisdo tem por base um método explicito, claro e
padronizado para poder ser reproduzido, descrevendo rigorosamente como foi feito o seu
planejamento (Booth, 2016; Mariano Carvalho, 2020).

Os diferentes tipos de revisdo sistematica demonstram que a qualidade das revisGes
publicadas é variavel, podendo causar confusdo entre os pesquisadores e estudantes. Assim,
ferramentas foram desenvolvidas para o auxilio na verificacdo de critérios minimos de
qualidade das revisdes. Uma delas é o Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and
Meta-Analyses, conhecida como PRISMA, que lista itens que devem estar presentes em
revisdes sistematicas (PRISMA checklist), apresentando o fluxo de critérios de inclusdo e
exclusdo de artigos de revisdo sistematica (PRISMA flow diagram) (PRISMA, 2020). O
processo de selecdo de artigos possui etapas para gque seja considerada uma revisao com
credibilidade. Assim os leitores podem avaliar a qualidade de uma revisao e outros estudiosos

da area podem utilizar deste método em suas pesquisas (Okoli; Duarte; Mattar, 2019).

2.1.3 Processo de Execucéo de RevisOes Sistematicas

A revisdo sistematica possui estrutura e ordem que devem ser seguidas para melhor
conducdo (Figura 1). A revisdo sistematica possui etapas para a sua conducdo. A parte inicial
da revisdo é considerada a de maior importancia, se iniciando com a pergunta que deve ser

respondida ao longo do trabalho, sendo assim, a justificativa e objetivo do estudo. Apos a
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definicdo da pergunta cientifica, € imprescindivel a definicdo das palavras-chave, bases de
dados e critérios de inclusdo e exclusdo. Apds as buscas nas bases de dados que foram
selecionadas tem a aplicacdo dos critérios de inclusdo e exclusdo dos trabalhos, ou seja,
avaliacdo dos trabalhos que respondem a pergunta. Com essa analise ha a sintese das
informacdes encontradas nos trabalhos selecionados, com a apresentacdo da conclusdo, ou

seja, a resposta da pergunta cientifica (Greenhalgh, 1997).

Figura 1- Estrutura base para a revisao sistematica.

Identificagdo das
Conducido da busca

- bases de dados, e .
Definigdo da . definigdo das . Criterios para a . nas bases de dados

ergunta cientifica selecdio dos artigos .
perg palavras-chave ¢ selecionadas

estratégias de busca

Sintese das

A tacio d informagdes Analise ¢ avaliacio Aplicagdo dos
presenl agdo da . disponibilizados de todos os estudos critérios na selecio
conclusio : N erried .
pelos artigos mcluidos na revisio dos artigos

incluidos

2.1.3.1 Elaborando a pergunta cientifica

A elaboracdo da pergunta cientifica é o primeiro passo da pesquisa, portanto é
essencial que o pesquisador ndo escolha temas ambiciosos e complexos, devido a dificuldade
de sua conducao. E essencial que o tema tenha surgido em atendimento a alguma necessidade
ou devido lacuna de conhecimento que possa ser preenchida (Ciribelli, 2000).

Assim, a justificativa do trabalho pelo pesquisador ndo estd ligada apenas ao
conhecimento do tema a ser desenvolvido, mas a relevancia e viabilidade. Dessa forma, para
definir o tema da pesquisa, 0 pesquisador na fase exploratoria, deve aprofundar as leituras
especificas sobre o assunto que se deseja trabalhar. Trés fatores sdo importantes para a
elaboracdo da pergunta de pesquisa: originalidade, importancia e viabilidade. A originalidade
ndo deve ser confundida com novidade, ou seja, original € o que vai até as origens, a esséncia
das coisas, estudando a fundo o tema, e 0 porqué dessa problematica. A importancia como o
nome ja diz, € a ligagdo da pesquisa com uma determinada resposta para uma questdo, que
demonstra a relevancia do tema (social ou cientifica); a viabilidade, se refere ao tempo,

custos, preparo (Brasil, 2012).
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O pesquisador deve se atentar a pergunta que deseja responder, se a finalizacdo do
seu trabalho estd nos prazos e se o projeto final tera bons resultados sem nenhum tipo de
auséncia, seja de resultado ou sem a resposta de sua pergunta.

Para a construcdo da pergunta cientifica, algumas metodologias sdo utilizadas. A
revisdo sistematica pode ser realizada em pesquisa clinica ou ndo clinica. Assim as
metodologias e elaboracdo da pergunta sdo diferentes para cada tipo de trabalho, sendo elas a
metodologia “PICO” ou “PICo0”. A estratégia PICO ¢é voltada para a pesquisa clinica, em que
cada letra representa um componente da questdo, enquanto a estratégia PICo tem sido
utilizada em pesquisa ndo clinica (Tabela 2). Assim P, se refere a Populacgéo: fendmenos de
interesse, contexto, 0 que sera estudado; I- ao Interesse: qual o interesse da pesquisa; e o0 Co-

se refere ao Contexto: Onde se passa o estudo, tempo e espaco (Brasil, 2012).

Tabela 2- Estratégia PICo como estratégia em pesquisas ndo clinicas.

Modelo(PI1Co) Exemplo 1 Exemplo 2

P - Populacdo  Publico mundial Pablico mundial

| - Interesse Alimentos contaminados e seu risco a salde  Antibidticos e resisténcia na producao animal
Co - Contexto  Mercado de alimentos Nova Zelandia

No primeiro exemplo a pergunta €: riscos & saude publica relacionados a questdo de
seguranca alimentar no mercado de alimentos: uma revisdo de literatura; a populacdo (P) é o
publico mundial, o interesse da pesquisa (I) sdo os alimentos contaminados, e seu contexto
(Co) é o mercado de alimentos. J& no exemplo 2 a pergunta é: uso de antibidticos e resisténcia
na producdo animal: uma revisdo se literatura; a populacéo inicial (P) é a populacdo da Nova
Zelandia, porém como sendo exportadora de laticinios a populacdo é todo o mundo. O
interesse de pesquisa (1) sdo os antibidticos e resisténcia na producdo animal, sendo o

contexto (Co) o territorio da nova Zelandia.

2.1.3.2 A estratégia de busca

Tracada a questdo que sera revisada, ou seja, a pergunta de pesquisa, a proxima etapa é
a formulacdo do protocolo de pesquisa a ser seguido, com a metodologia utilizada para a
busca descrita na revisdo. Com a definicdo do método utilizado, ha a possibilidade da
reprodutibilidade da pesquisa por outros pesquisadores. E para a reducdo do risco de vieses é
recomendando que a pesquisa seja feita por pelo menos dois revisores independentes. Em
caso de maiores discordancias um terceiro revisor deve ser convocado. Assim, a estratégia de
busca, envolve o conjunto de procedimentos e mecanismos utilizados.
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As bases de dados como Web of Science, PubMed, embase, sdo fontes de dados
publicados, que incluem as citacdes bibliograficas acompanhadas ou ndo do resumo do
trabalho publicado. O registro das bases de dados apresenta para cada documento elementos
como titulo do documento, autor, assunto, periédico no qual foi publicado, data de
publicacdo, pais, idioma, tipo de publicacdo (livro, anais de eventos, artigos de periddicos,
teses, dissertacdes), e disponibilidade (acesso livre ou nao) (Galvéo; Ricarte, 2019).

Para uma estratégia de busca ser considerada avancada, deve-se realizar a busca por
meio de sindnimos em lingua inglesa, pois as bases de dados bibliograficas priorizam essa
lingua como idioma de busca. E primordial o uso dos operadores booleanos: AND (e), OR
(ou) e AND NOT (e nédo), sendo usados juntos as palavras-chave.

Apds estes passos, é necessaria a indicacdo das bases de dados utilizadas, em quais
foram encontrados os estudos e os critérios de inclusdo e exclusdo usadas na revisdo. Para
isso, deve-se usar o protocolo de pesquisa, que se baseia em trés elementos: i) as palavras-
chave e protocolo de busca, tendo a defini¢cdo do idioma, operadores booleanos e sindbnimos
como descritores; ii) a fonte de dados, e por fim iii) critérios de inclusdo e exclusdo,

relacionados a elegibilidade dos artigos selecionados (Tabela 3).

Tabela 3- Elementos do protocolo de pesquisa para selecdo de artigos em revisdes
sistematicas.

Elementos Descricdo

Palavras-chave e protocolo de busca Definicdo de palavras-chave ; idioma; Operadores booleanos AND
(e), OR (ou) e AND NOT (e ndo); listar sindbnimos

Fontes de dados Indicacdo das bases de dados eletrdnicas em que foram buscadas

Critérios de inclusdo e exclusdo Determinar questionamentos de pesquisa a serem aplicados a titulos e
resumos de publicagdes a fim de elegé-las como analisaveis; idioma
do texto, data de publicacdo, tipo de trabalho, disponibilidade de
acesso

Fonte: Cogo, 2020

O processo de selecdo dos artigos possui trés principais fases (Figura 2): i) leitura dos
titulos dos artigos encontrados; ii) leitura dos resumos; e, iii) analise mais criteriosa do estudo.
Este processo de selecdo deve ser explicitado na forma de fluxo conforme as diretrizes do
PRISMA flow diagram (Prisma,2015).
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Figura 2- Fluxograma para novas revisdes sistematicas que incluam buscas em bases de dados, protocolos e outras fontes.
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2.1.3.3 Selecdo dos estudos

Na primeira etapa do estudo, deve-se identificar as bases de dados, por meio das
estratégias de busca, usando-se 0s descritores e operados booleanos, submetendo,
posteriormente aos critérios de inclusdo e exclusdo. Os titulos dos trabalhos selecionados
devem ser precisos, refletindo claramente o tema proposto (Roever, 2020).

A busca em uma base de dados € uma habilidade importante no processo de realizagdo
de uma revisdo sistematica, visto que a sondagens eficientes maximizam a possibilidade de
encontrar artigos relevantes em tempo reduzido.

Os operadores booleanos definem relagdes entre termos em uma pesquisa, sendo eles:
AND, OR e NOT. AND combina os termos da pesquisa para que cada resultado possua todos
os termos utilizados na busca; OR combina os termos da pesquisa para que cada resultado
contenha no minimo um dos termos utilizados na busca; e 0 NOT exclui termos para que cada
resultado da pesquisa ndo contenha nenhum dos termos que o seguem, por exemplo: leite

NOT mel, séo resultados que contenham leite, mas n&o mel (Roever, 2020).

2.1.3.4 Analise e Sintese

O primeiro passo para a analise e sintese é a triagem dos artigos cientificos obtidos na
busca. Primeiramente, o titulo e o resumo sdo avaliados, caso ndo satisfacam os critérios de
incluséo o artigo cientifico sera rejeitado. Em seguida, avalia-se o texto completo dos estudos
que foram incluidos, pois a leitura do titulo e do resumo, apenas, ndo esclarece se de fato o
estudo € ou ndo relevante para a revisdo sistematica. Isto se torna possivel com a leitura do
texto completo. A analise da qualidade metodoldgica é realizada ap0s a etapa de extracdo de
dados (Dubugras, 2009).

E importante verificar possiveis duplicagdes dos artigos incluidos na primeira
avaliagdo, evitando-se assim, sua inclusdo novamente. A exclusdo do estudo acontece
principalmente por dois motivos: estudos que ndo sdo relevantes para responder a pergunta da
revisdo e estudos que abordam o tema mas ndo satisfazem um ou mais dos critérios
estabelecidos (Dubugras, 2009).

A sintese é a sumarizacdo e combinacdo dos resultados dos estudos incluidos na
revisao. Os estudos incluidos podem ser apresentados em quadro descrevendo as
caracteristicas principais como autores, ano de publicacdo, pais, desenho metodologico e

principais resultados.
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O grande objetivo da revisdo sistematica de literatura é a apresentacdo das
informacdes e evidéncias, evitando-se assim, opinido. A discussdo deve abordar aspectos
como limitacdo metodoldgicas, qualidade dos artigos incluidos, clareza, efeitos observados e
aplicabilidade dos resultados.

Os autores da revisdo sistematica devem estruturar a sintese do trabalho, priorizando
os dados de forma quantitativa e minimizando sempre os riscos de viés. Essencial que tenha
interpretacdo adequada dos resultados, caso contrario pode ter conclusdo errénea em relacéo a
todo o trabalho (Brasil, 2021).

2.2 O uso das revisdes sistematicas na area de alimentos

A necessidade de atualizacbes constantes e de avaliagdes criticas e sistematizadas de
achados cientificos ndo se limita apenas a uma area. Evidéncias cientificas de qualidade sdo
essenciais também para o processo de tomada de decisdes de outros campos, como a area de
seguranca dos alimentos, identificando e descrevendo métodos, analisando e integrando
evidéncias para formulacdo de conclusdes (Dubugras, 2009; Who, 2014).

A salde animal e a seguranca dos alimentos ainda ndo tém uma producdo de revisdes
sistematicas expressivas como na area da satude humana. Apesar dos primeiros relatos sobre a
presenca de residuos de antibidticos em leite terem ocorrido nos anos 60 do século passado,
sO a partir de 2000, houve incremento do nimero de estudos (Sachi et al., 2019), o que ilustra
o0s desafios que devem ser superados.

Buscando superar este desafio, recentemente alguns estudos com revisdo sistemética
na area de alimentos foram publicados (Tabela 4), indicando assim a necessidade do
incremento de estudos com revisdo sistematica, com ou sem meta-analise para evoluirmos nos

estudos com residuos de antibidticos em leite e suas consequéncias.
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Tabela 4- RevisOes sistematicas com estudos de residuos de antibioticos em leite, e suas

respectivas estratégias de busca.

Autor Datas de Palavras-chave Critérios Estudos
incluséo encontrados/
Estudos
incluidos
Gizaw, Até 2019 Desenvolvimento de Incluséo: 2641/ 81
2019 componentes da estrutura Estudos quantitativos, qualitativos,
usando o método PICo. métodos mistos, publicados e ndo
Populagéo -mundial; publicados realizados sobre riscos a
Fendmeno de interesse - salde, relatdrios governamentais;
riscos para a salde publica idioma inglés.
associada a  seguranca
alimentar; Contexto-
mercado de alimentos
Slob; Ap6s 2010 Milk; laticinios; Industria de  Incluséo: 427/ 38
Catal; laticinios; Vaca leiteira; Estudos primarios; lingua inglesa;
Kassahun, gado leiteiro; Aprendizado leitura completa
2021 de maquina; Inteligéncia
artificial; Inteligéncia
computacional;  Mineragdo
de dados
Hassanet  2013-2019 Né&o citado Inclusdo: 704/ 10
al., 2021 Estudo  priméario;  prevaléncia,
investigacdo,  caracterizacdo e
identificacdo de residuos
antimicrobianos
Di et al., 2013- 2020 Né&o citado Incluso: 951/ 15
2021 Idioma inglés; uso de antibioticos
na producdo animal; Estudos
primarios
Malijanet 2010 2021 Uso de antibidticos; criagdo Inclusdo: 184/ 17
al., 2022 de animais Texto  completo disponivel em
inglés, pesquisa primaria sobre o
uso de antibidticos
LUetal., 2020-2021 Residuo de antibi6tico, Incluséo: 3131/46
2021 leite e China Avaliacéo dos niveis de antibidticos

no leite chinés

Excluséo:

Substéncias ndo-antibidticas (por
exemplo, bactérias) no leite;
alimentos além do leite; estudos
comparando ou validando técnicas
de detecgdo com base nas diferentes
amostras; estudos em que as
amostras ndo vieram da China
continental; comentarios ou cartas.
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2.3 A composic¢ao do leite

A alimentacdo é considerada uma atividade essencial para a vida, principalmente para
a saude (Mahan et al., 2012). O leite e seus derivados fornecem um pacote de nutrientes que
sdo dificeis de serem encontrados em outros alimentos como os de origem vegetal (Fulgoni et
al., 2011), com evidéncias de que alimentos lacteos reduzem chances de nanismo (Headey;
Hirvonen; Hoddinott, 2018), melhora na funcdo cognitiva em criancas, densidade dssea e
salde muscular (Balehegn et al., 2019).

Atualmente a Asia ¢ a maior produtora de leite no mundo, com sua producdo de
374,08 milhdes de toneladas de leite em 2020, seguida da Europa; em terceiro lugar estéo as
Américas, seguidos da Africa e Oceania (FAO, 2020). Observa-se que a producéo de leite esta
presente em todo o globo terrestre, de forma capilarizada, indicando a importancia

socioecondmica do setor.

Tabela 5- Producéo de leite bovino no mundo no ano de 2020.

Continente Producéo de leite em milhdes de toneldas
Asia 374,08
Europa 234,37
América 196,65
Africa 51,08
Oceania 30,69
Total 886,87

Fonte: FAO, 2020

O leite € composto por mistura complexa de lipideos, proteinas, carboidratos,
vitaminas e minerais, com componentes secundarios derivados do mecanismo de sintese
celular. Observa-se que a composicdo do leite é varidvel, dependendo de fatores como
condi¢cdes ambientais, estagio de lactacdo, estado nutricional, raca, idade, satde da glandula
mamaria, época do ano e tipo de ordenha (Dobranic et al., 2008).

O teor de gordura do leite varia entre 2,9 e 6%, a proteina bruta entre 3 e 4,5%, a
lactose entre 4,1 e 5,6%; enquanto o pH varia entre 5,92 e 6,8. Por fim, o teor de agua varia
entre 88,2 a 89%, considerada o maior constituinte do leite, na qual estdo dissolvidos ou

emulsionados os demais componentes, sendo encontrada em forma livre (Tabela 6).

27



Tabela 6- Composicéo geral média do leite.

Lipideos  Proteinabruta  Lactose Ph Sélidos totais Agua Referencia
(9/100g) (9/100g) (9/100g) (%) (%)
6,0 4.4 4,6 6,7 12-14 86-88 Jensenetal., 2012
3-3,6 29-32 41-44 6,8 12,2 87,8 Santos et al., 2009
3,8 3,8 4,1 6,9 12,11 88 Rodrigues et al., 2014
4,3 34 4,7 6,7 12-14 86 -88  Priyashantha et al., 2021
4.4 3,3 4,6 6,9 14,1 85,9 Aguiar, 2014
33-54 3,0-39 44-56 6,4-6,8 12 -13 87-88 Royetal., 2020

2.4 Fonte de residuos de antibioticos e incidéncia no leite

A mastite é uma infeccdo da glandula maméria, de natureza infecciosa causada por
microrganismos ou de natureza ndo infecciosa (Gelasakis et al., 2016; Hogeveen; Huijps;
Lam, 2011). E uma doenca que altera a composicéo do leite como: elevacdo de contagens de
células somaticas, reducdo na concentracao de lactose, alteracdo no teor de gordura, aumento
das concentragdes de sodio, cloreto e reducdo do potéssio (Adkins; Middleton, 2018).

Na producdo animal, os antibidticos sdo usados para acdo terapéutica, profilatica e
principalmente atuando como promotores de crescimento, administrado por meio de racdo,
visando o intestino do animal, para alteragdo da microbiota, elevando a eficiéncia das dietas
(Ashenafi; Hoogmartens; Adams, 2011; You; Silbergeld, 2014). Dentre estes usos, destaca-se
0 uso terapéutico, com a administracdo de antibi6ticos no tratamento e prevencdo de mastites
em vacas leiteiras, lactantes ou ndo (Spinosa; Gorniak; Bernardi, 2011).

O tratamento da mastite consiste na utilizacdo de antimicrobianos locais ou sistémicos,
dependendo do comprometimento do estado geral do animal, sendo esta a principal fonte de
residuos de antibioticos em leite (Singer et al., 2019; Spinosa; Gorniak; Bernardi, 2011).

Os antimicrobianos sdo substancias capazes de matar ou inibir o crescimento de
diversos microrganismos, tais como as bactérias, arqueas, virus, protozoarios, microalgas e
fungos. Por sua vez, os antibidticos sd&o um tipo de antimicrobianos, que agem
especificamente sobre as bactérias em hospedeiro humano e animal podendo ser moléculas

naturais ou sintéticas (Spinosa; Gérniak; Bernardi, 2011).
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Tabela 7- Principais antibioticos utilizados no tratamento de mastite bovina.

Grupo

Mecanismo de Acéo

Estrutura Quimica Geral

Antibiético
representativo

Beta-Lactamicos

Aminoglicosideos

Lincosamidas

Macrolideos

Quinolonas

Sulfonamidas

Tetraciclina

Anfenicéis

Impedimento da
formacdo de parede
celular bacteriana

Ligacdo a por¢do 30S do
ribossomo, interferindo
na sintese  proteica
bacteriana,  formando
proteinas defeituosas

Ligacdo & subunidade
50S dos ribossomos,
inibindo a  sintese
proteica

Translocacdo do RNAt
na subunidade 50S do
ribossomo impedindo a
sintese proteica
bacteriana

Inibe a DNA girase
bacteriana, impedindo o
enrolamento da hélice
de DNA

Impede a utilizacdo do
PABA na sintese do
acido  folico  pelas
bactérias

Ligacdo & subunidade
30S dos ribossomos, ndo
permitindo que o RNA
transportador se ligue a
ele, inibindo assim a
sintese proteica

Ligacdo a subunidade
50S do  ribossomo,
inibindo a  sintese
proteica da bactéria,
tendo, assim, acdo
bacteriostatica

OH
HO! 0
HO o
HN
c 9

ey

7
O/‘“CJH

HC e d—° Mok,
OH CHy

H,N

OH
Vs
HO N)\NHQ
OH

Penicilina

Estreptomicina

Clindamicina

Eritromicina

Fluoroquinolona

Estrutura geral

Estutura geral

Cloranfenicol

Fonte: Adaptado de: Spinosa; Gorniak; Bernardi, 2011; Carvalho; Santos, 2016; Homem; Santos, 2011; Reeves
2011; Wang et al., 2016
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Os antibioticos naturais sdo produzidos por bactérias e fungos, para inibicdo de outros
microrganismos concorrentes, enquanto 0s sintéticos sdo o0s antibidticos alterados
quimicamente, pela insercdo de um aditivo na sua formulacdo, melhorando sua eficécia,
estabilidade e menos chances de biodegradacdo (Bacanh; Basaran, 2019; Gillings, 2013;
Grenni; Ancona; Caracciolo, 2018; Martinez, 2012).

Os antibioticos possuem efeito bacteriostatico, no qual causam a morte do
microrganismo, e efeito bactericida que inibe apenas o desenvolvimento e multiplicacdo do
microrganismo, ndo causando a sua morte (Spinosa; Gorniak; Bernardi, 2011). Podem ser
classificados de varias maneiras, considerando seu espectro de acdo, tipo de atividade
antimicrobiana, grupo quimico ao qual pertencem (Tabela 7). Os principais grupos sdo: Beta-
Lactamicos, Tetraciclinas, Aminoglicosideos, Lincosamidas, Macrolideos, Sulfonamidas,
Cefalosporinas e Quinolonas (Turnipseed et al., 2011).

O uso inadequado de antibidticos na producdo animal pode levar a ingestdo
involuntaria de residuos de antibiodticos (Dugan, Fernandes 2014) que pode ser associado a
problemas de salde publica, como alteracdo do microbioma, doencas diarreicas, alergias,
nefropatia, hepatotoxicidade, chances de disturbios reprodutivos, choques anafilaticos
(impedimento da sintese de proteinas nos linfocitos, chances de suprimir o sistema
imunolégico, riscos de superinfeccdo, alteracdo da flora bacteriana do intestino delgado e
grosso, além de efeitos teratogénicos, carcinogénicos e mutagénicos (Beyene, 2016; Klimek
et al., 2017, Darwish et al., 2013; Gelasakis et al., 2016; Mignacca et al., 2017). Assim, 0
controle de residuos de antibioticos em leite visa diminuir a exposi¢do do homem ao consumo

involuntario destes medicamentos, podendo ser um controle de satde publica (Beyene, 2016).

2.5  Adgua e suas interacoes

A molécula de agua é conhecida pela sua estrutura H,O. Cada 4&tomo de hidrogénio
compartilha um par de elétrons com o atomo central do oxigénio, sua estrutura € um
tetraedro, com um atomo de hidrogénio em cada um dos dois Vértices e pares de elétrons ndo
compartilhados nos outros vertices (Nelson; Cox, 2014). A forma molecular da agua e a sua
natureza polar resulta na distribuicdo das cargas dentro da molécula. O atomo de oxigénio
atrai os elétrons mais fortemente do que o hidrogénio, devido sua eletronegatividade. A carga
parcial negativa do oxigénio e a carga positiva do hidrogénio resulta em atracéo eletrostatica,

denominada ligacao de hidrogénio (Figura 3) (Nelson; Cox, 2014).
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Figura 3- Ligagdes de Hidrogénio na molécula de agua.
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Fonte: Google, 2023

As forcas eletrostaticas contribuem para a energia da ligacdo de pontes de hidrogénio,
devido a eletronegatividade do oxigénio, sendo aceptores de pontes de hidrogénio. Cada
molécula de &gua apresenta um numero igual de sitios doadores e aceptores das pontes de
hidrogénio, levando a ligacGes tridimensionais. A capacidade da agua de apresentar ligagdes
de hidrogénio propicia caracteristicas como: alto ponto de fusdo, ebuli¢do, tensdo superficial,
entalpia e mudancas de fases, que vao interferir na energia adicional necessaria para a quebra
das pontes de hidrogénio (Parkin; Fennema; Cladera,2010).

As ligagdes de hidrogénio ndo sdo exclusivas para as moléculas de agua, se formando
também entre outros atomos eletronegativos. Alguns ions em solugdo aquosa tem o efeito de
quebra da estrutura reticular, ou seja, quebrar qualquer estrutura da agua. A capacidade de
determinado ion alterar a estrutura reticular da dgua esta ligada ao seu poder de polarizacéo ou
forca do campo elétrico; ions pequenos e multivalentes possuem campos elétricos fortes,
promovendo a quebra estrutural, com forte interacdo com as moléculas da primeira camada de
agua. Ja ions grandes e monovalentes rompem a estrutura normal da agua sem impor a
estrutura nova para compensar a perda estrutural da agua (Parkin; Fennema; Cladera,2010).
Moleculas polares se dissolvem facilmente em agua pois elas podem substituir interagdes
entre as moléculas de agua-agua por interagdes mais favoraveis energeticamente entre agua-

soluto.

2.6 Técnicas de extracdo e purificacdo de matrizes alimentares

A determinacdo simultanea de medicamentos em leite e seus derivados é dificultada

devido a complexidade da matriz, indicando a necessidade de etapas de extracdo e limpeza.
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Existem algumas técnicas analiticas de extracdo e purificacdo para determinacdo de residuos

de antibioticos em matrizes alimentares (Tabela 8).

Tabela 8- Técnicas de extracao e purificacdo de analitos em matrizes alimentares.

Técnica Principio Vantagens Desvantagem Referéncias
Extracédo em Material sintético Alta  seletividade e Seletividade e Lietal, 2018
fase solidade  usado como sitio eficiéncia; Baixo custo; extracdo limitada a Andrade et al., 2016

polimero de
impressao
molecular

Extragdo
assistida por
micro-ondas

Extracdo de
fluido
supercritico

Microextracéo
em fase sélida

Dispersédo em
fase solida de
matriz

Microextracéo
liquido-
liquido
dispersivo
Extragdo
acelerada de
solvente

Extracdo
assistida por
ultrassom

de ligacdo com
tamanho e grupos
funcionais das
moléculas modelo

Aquecimento

Alto ponto de
ebuli¢do, com uso
de gas

supercritico
como extrator

Fibras épticas de
silica fundida ou
outros materiais
como suporte de
matriz, polimero
como meio de
adsorgéo

Disperséo da
amostra para um
carreador solido,
gerando materiais
cromatograficos

Uso de
dispersante

Aumento da
solubilidade dos
materiais, com

aumentando a
temperatura e a
pressdo

Vibracéo,
fragmentacéo,
mistura, ultra-
som

Estavel em pH e
temperatura extrema

Extracdo simultanea de
varios analitos alvo;
Menos  solventes e
tempo de extragdo

Baixo consumo  de
solvente; Tempo de
extragdo curto

Uso de solventes pode

ser totalmente
eliminado; Baixo custo
e facil manuseio;

Altamente eficiente e
sensivel

Tempos de extracdo
curtos; Pequena
quantidade de sorvente e
solvente necessaria;
Preparacdo barata e
facil; Extracdo e limpeza
simultaneas

Facilidade de operacéo e
rapidez; Baixo custo;
Reducdo do consumo de
reagentes toxicos

Tempo de extragdo
curto; Consumo
moderado de solventes;
Répido e automético

Aumento da eficiéncia
de extracdo / Forte
penetracdo do solvente
na matriz da amostra

compostos polares

Ndo  aplicavel a
solventes apolares
com necessidade de
resfriamento

Baixa seletividade de
extracédo

Baixo grau de
purificacéo de
matrizes complicadas;
Recuperacdes

relativamente  baixas
de analitos

Inadequado para
amostras  secas e
gordurosas; Dificil
sua padronizacdo
devido a  baixas
recuperacdes

Baixa eficiéncia de
extracdo; Dificuldade
de automacéo e longo
tempo de tratamento

Altos  custos  de
aquisicdo e
manutenc¢do de

equipamentos; Tempo
de preparacédo baixa

Dificil automatizacdo

Ridgway; Lalljie;
Smith, 2007
Camel, 1998

Herrero et al., 2010

Kataoka, 2000
Tamayo, 2007

Barker, 2000
Kristenson; Ramos;
Brinkman, 2006

Rezaee et al ., 2006

Ramos;Kristenson;

Brinkman,2002

Ruiz; Priego, 2004
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Matrizes complexas como o leite, exigem procedimentos analiticos de limpeza que
buscam extrair substancias presentes que interferem na identificacdo do analito desejado
(Raza; Kim, 2018). Devido a complexidade das amostras de leite e 0s baixos niveis de
concentragdo nos quais os antibioticos estdo presentes nesse tipo de amostra, € necessario o
emprego de etapas de preparo de amostra para a remocao de potenciais interferentes e/ou pré
concentracdo dos analitos. Ou seja, 0 preparo de amostras envolve operacdes fisicas e
quimicas, para ser convertido em uma forma adequada para introducdo no instrumento de
medida com minimizacdo de interferéncias na quantificacdo dos elementos de interesse
(Krug; Rocha, 2019)

O preparo de amostras é considerado a etapa mais trabalhosa dos métodos analiticos
multirresiduo, e diferentes estratégias tém sido utilizadas para extrair os residuos e realizar o
clean-up da amostra. As técnicas mais empregadas para matrizes de origem animal sdo a
extracdo liquido-liquido- ELL ( Penney; Coates; Wijewickreme, 2005; Martins et al., 2006),
extracdo em fase sélida - EFS (Li et al., 2018; Andrade et al., 2016); Extracdo assistida por
micro-ondas (Ridgway; Lalljie; Smith, 2007); Extracdo de fluido supercritico (Herrero et al.,
2010); Microextracdo em fase sélida (Kataoka, 2000; Tamayo, 2007); Dispersdo em fase
solida de matriz (Barker, 2000; Kristenson; Ramos; Brinkman, 2006); Extracdo liquido-
liquido dispersive (Rezaee et al., 2006); Extracdo acelerada de solvente ( Ramos; Kristenson;
Brinkman,2002) e Extracdo assistida por ultrassom ( Ruiz; Priego, 2004).

Como exemplo destas técnicas, apresentamos alguns relatos cientificos de suas

aplicacdes para determinacgéo de antibioticos em amostras de leite (Tabela 9).

2.7  Metodologia QUEChERS

As tendéncias atuais da quimica analitica envolvem adocdo de protocolos simples,
rapidos, econdmicos, com alto rendimento e sem o comprometimento da reprodutibilidade,
representatividade, exatiddo, precisdo, seletividade e sensibilidade do método. O consumo de
reagentes quimicos na preparacdo de amostras é o ator que tem sido foco de melhoria, com o
intuito de diminuigdo do uso de solvente, mantendo, porém, a eficiéncia analitica.

Entre diversos procedimentos, 0 método QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective,
Rugged and Safe) que significa rapido, facil, barato, eficaz, robusto e seguro, ganhou

popularidade desde a sua introdugdo em 2003 (Anastassiades et al., 2003).
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Tabela 9- Preparos de amostras leite para posterior quantificacdo de antibioticos.

Medicamento

Preparo de amostra

Referéncia

Cloranfenicol

Sulfonamidas, tetraciclinas

ELL com metanol/ ELL com acetonitrila e
cloférmio

ELL com acetato de etila e sulfato de sddio
ELL com &cido tricloroacético e tampdo de
Mcllvaine

Dilui¢do — extragdo com barra sorptiva

Penney; Coates; Wijewickreme,
2005

Martins et al., 2006

Koesukwiwat;
Leepipatpiboon, 2007

Jayanta,;

Huang; Qiu; Yuan, 2009

(polimero  monolitico) —  eluigdo com
acetonitrila
Aminoglicésideos DMFS utilizando silica tratada com EDTA Bogialli et al., 2005
Multiclasse ELL com acetonitria Ortelli et al., 2009
ELL com 4cido acético, acetonitrila, Luizetal., 2008
Na2EDTA, sulfato de magnésio e acetato de
sodio
ELL com 4&cido acético, acetonitrila, Gonzélez et al., 2011
Na2EDTA, sulfato de magnésio e acetato de
sodio

ELL com Na2EDTA e metanol e acetonitrila
(1:5) — ELL do sobrenadante com etanol e

Zhan et al., 2012

acetonitrila
ELL com acetonitrila — filtragao/ ELL com Turnipseed et al., 2011
acetonitrila — inje¢do do  extrato

reconstituicdo com acetonitrila 50%
Beta -lactamicos ELL com acetonitrila e acetilcisteina Jank et al., 2012

ELL = Extracdo liquido-liqgudo; DMFS =dispersdo de matriz em fase s6lida, Tampao de Mcllvaine é composto
de acido citrico monohidratado, fosfato de sédio dibasico e Na2EDTA em agua.

O primeiro método multiclasse e multirresiduo foi o método de Mills, desenvolvido na
década de 1960 (Mills et al, 1963), que se baseava na extragdo com acetonitrila, usada para
determinacdo de compostos organoclorados. Nessa época o foco das analises eram 0s
inseticidas organofosforados apolares, mas havia a necessidade de andlises voltadas a
amostras polares, sendo desenvolvido procedimentos alternativos. Esses novos métodos
modificaram o método de Mills, com a adicdo de etapa de particdo e limpeza, e o solvente
extrator ndo era mais a acetonitrila e sim a acetona (Tabela 10).

Em 1970, houve o desenvolvimento do método Storherr, desenvolvido por Becker
(Becker, 1971), considerado o primeiro método multiclasse e multirresiduo com adicdo de
cloreto de sodio, a extragdo ainda era realizada com acetonitrila e sua aplicacdo era em frutas
e vegetais. Em seguida novo método foi desenvolvido por Luke e colaboradores (Luke;
Doose, 1983; Specht e Tilker et al.,1980) adicionaram cloreto de sodio para saturacéo da fase
aquosa das amostras, resultando no aumento da polaridade, maiores taxas de recuperacdo do

analito polar.
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A adicdo de um terceiro solvente acetato de etila, apresentou vantagens como
imiscibilidade parcial com a agua, sem a necessidade de adicdo de outros solventes apolares
para a separacdo da agua com o extrato. Entretanto, alguns pesticidas mais polares nédo
particionavam, e para o aumento da recuperacdo desses compostos foi adicionando sulfato de
sodio ao método, observando que o acetato de etila aumenta a extracdo de extratos apolares
como lipidios e ceras (Anastassiades et al., 2003). Assim, foi observado que que para
melhores resultados, o método de Luke deveria se aplicar usando a acetona.

Com o decorrer do tempo, foram desenvolvidos novos métodos que nao exigiam o uso
de grandes quantidades de solventes, sendo estes substituidos por sais. A acetona continuou
sendo o solvente mais utilizado, mas com a possibilidade de substituicdo por acetonitrila e
acetato de etila (Schenck et al., 2002).

Com a necessidade em reduzir o uso de solventes e o trabalho manual, houve a
introducdo de vérias abordagens alternativas de extracdo, entretanto, nenhuma técnica foi
considerada simplificada, e que ao mesmo tempo alcangasse extracdo rapida e facil. Assim, o
método QUEChERS foi desenvolvido nos Estados Unidos, liderada por Michelangelo
Anastassiades e Steven Lehotay, visando superar limitaces praticas dos métodos disponiveis
na época para extracdo de agrotoxicos em frutas e legumes (Tabela 10). Esse novo
procedimento de preparo combinou dois procedimentos conhecidos: a extracdo solido-liquido
com o processo salting out, e a etapa de limpeza em fase solida dispersiva (dSPE)
(Anastassiades et al., 2003).

No processo de desenvolvimento do método aspectos como: compatibilidade com os
analitos, habilidade de extracdo de amplo espectro de agrotoxicos com diferentes polaridades,
seletividade, chances minimas de interferentes, miscibilidade com agua e compatibilidade
com técnicas cromatograficas foram considerados (MASTOVSKA et al, 2004). Além disso,
outras variaveis que podem afetar a eficiéncia da extracdo como a quantidade de amostra,
composicao, pH, tipos de solvente, modo de agitacdo, temperatura, tempo, adicdo de sal e
sorvente também foram avaliadas (Santana-mayor et al., 2019).

O método de extracdo QUEChERS é composto por 3 etapas analiticas:

i) Extracdo: A primeira etapa se dd com o0 uso de solventes para extracdo, etapa
denominada de extracdo. Aspectos como custo, habilidade de extracdo para amplo espectro de
polaridade sdo consideradas para a selecdo do solvente. Os solventes mais utilizados sdo a
acetonitrila (ACN), acetato de etila e acetona. O uso de solventes possibilita a extracdo de

uma menor quantidade de extratos lipofilicos da amostra, como gordura e pigmento.
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Tabela 10- Métodos multiclasse até a introducdo do método QUEChERS.

Método

Principio do método

Referéncia

Método de Mills

Baseia-se em uma extragdo com acetonitrila sendo utilizado
basicamente na determinacdo de compostos organoclorados em
amostras ndo-gordurosas.

Mills et al.,1963

Método de Storherr

Com algumas modificagGes em relagdo ao método de Mills.
Extracdo é realizada com acetonitrila.

Aplicacdo para organoclorados e organofosforados em frutas e
vegetais

Becker,1971

Método
organoclorados,
organofosforafos e
nitrogenados

para

Utiliza acetona na etapa de extracdo. Seguido de uma particdo
liquido-liquido  utilizando diclorometano ou mistura de
diclorometano e éter de petréleo, a fim de remover a agua.

A etapa de limpeza é realizada com carvdo ativado; Primeiro
método em que uma solucado de cloreto de sédio foi adicionada ao
extrato para promover o efeito salting out.

Becker,1979

Método de Luke

A extracdo dos pesticidas é realizada com acetona; Adiciona-se
cloreto de sédio para saturar a fase aquosa, resultando maiores
valores de recuperagdo dos compostos polares

Luke; Doose, 1983

Desenvolvimento de métodos que ndo exigiam a utilizacdo de
grandes quantidades de solventes clorados substituidos.
Solventes apolares foram substituidos por sais durante o processo
de particdo; A SPE comecou ser amplamente utilizada.

A acetona continua sendo o solvente mais utilizado na extracéo,
com a possibilidade de substituicdo por acetonitrila e acetato de
etila.

Diversos procedimentos de limpeza e técnicas alternativas de
extracdo foram desenvolvidos

Specht et al.,1995
Casanova, 1996
Schenck et
2002

Leeetal., 1991

al.,

Holstege et al, 1994
Camel, 1998
Correia et al,2001

Barker, 2000
Ling; Teng,1997

Rapidez na execucdo das analises, miniaturizagdo, automatizagdo

Anastassiades et al.
2003

Metodologia

QUEChERS Método de andlise de residuo de pesticidas em frutas e vegetais

Cada solvente apresenta pontos positivos e negativos, o acetato de etila apresenta boa
capacidade de extracdo de agrotoxicos de diferentes classes, mas seu percentual de
recuperacdo em carater basico é baixo, devido a problemas de degradacdo, sendo necessario a
adicdo de hidréxido de sédio para aumento de sua eficiéncia (Prestes et al., 2009).

A acetona e acetonitrila sdo misciveis em agua, promovendo extracdo em fase Unica
quando em contato com a matriz, mas quando a extracdo e feita com acetona ha a necessidade
de adicédo de solventes polares para a separacdo entre fases organica e aquosa. A acetonitrila
ndo necessita do uso de solventes, promovendo extracdo em fase Unica, sendo o solvente mais
utilizado na metodologia QUEChERS. Esse solvente pode ter seu pH ajustado com a dicéo de
acidos como o &cido citrico, formico ou acetico, a presenca desses acidos melhora a eficiéncia
da extracdo e a facilidade de ionizagéo dos compostos.

i) Particao: Posterior a etapa de extracdo, tem a etapa denominada de particdo. Com
adicdo dos sais: sulfato de magnésio e cloreto de sodio (MgSO,, NaCl) a mistura da amostra e

ao solvente. O objetivo da adicdo de sais é a mudanga nas propriedades fisico-quimicas do
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sistema, obtendo duas fases e reduzindo a solubilidade dos analitos da amostra. O MgSQO, é
adicionado como fator de limpeza, removendo agua residual, sendo esse sal escolhido frente
ao sulfato de sodio, devido a sua capacidade de desidratacdo quatro vezes maior, ou seja, alta
capacidade de ligacdo com &gua, reduzindo fase aquosa promovendo a particdo. O efeito
salting out promovido pela adi¢éo de sais reduz a solubilidade dos compostos polares na fase
aquosa, além disso, tem a vantagem de ndo aumentar o volume dos extratos, reduzindo ou
evitando necessidade de etapa de evaporacdo do solvente apés a etapa de extracdo (Prestes et
al.,2009).

iii) Limpeza: A ultima etapa da metodologia QUEChERS é chamada de limpeza, no
qual apos a agitacdo e centrifugacdo, uma aliquota do sobrenadante é submetida a purificacdo
adicional usando-se o SPE dispersivo, sendo um material adsorvente (Bandeira et al., 2014). O
foco dessa etapa é a remoc¢do dos compostos da matriz que ndo foram extraidos em etapas
anteriores, como godura, pigmentos e agucares, ficando apenas os analitos de interesse no
solvente (Anastassiades et al., 2003).

A selecdo dos sorventes de dSPE é fundamental, sendo o PSA (Amina secundaria
primaria), Grafitized Carbon Black (GCB) e octadecilsilano(Cig) 0s mais utilizados
(Wilkowska et al., 2011). O PSA ¢é eficaz na retencdo de acidos graxos e acidos organicos
presentes na matriz. Sua estrutura tem elevado efeito quelante, devido a presenca dos grupos
amino primario e secundario, sua combinacdo com o GCB melhora os resultados, mesmo que a
forte afinidade do GCB seja por moléculas planares como pigmentos, cloforila, carotendides e
esterdis. O octadecilsiano tem seu melhor efeito em alimentos com alto teor de lipideos
(abacate, nozes, améndoas, azeitonas, cereais, azeitonas, ovos, leite, racdo animal (Gonzalez-
curbelo et al., 2015), como resultado tem-se a retencdo forte dos acidos graxos livres e
compostos polares, além de agUcares e pigmentos (Bandeira et al., 2014). Para cada tipo de
matriz, ha um sorvente adequado para a etapa de limpeza, podendo ser utilizado mais de um
sorvente para a melhor eficacia e remocao de compostos.

Anastassiades e colaboradores (Anastassiades et al., 2003), apresentaram o método
QUEChERS como método de anélise de residuo de pesticidas, analisando 25 pesticidas com o
uso da cromatografia gasosa/espectrofotometria de massa (GC/MS) como método de
separagdo. Em um estudo de acompanhamento, Lehotay demonstrou a eficdcia do método
para mais de 200 pesticidas em alface, laranja e outras matrizes, (GC/MS), e a cromatografia
liquida /espectrofotometria de massa tandem (LC/MS/MS), mas com taxas de recuperacao

mais baixas para inseticidas basicos.
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Foi percebido que o pH era um pardmetro importante na estabilidade de varios
pesticidas sensiveis a base, mas também era uma etapa critica para pesticidas sensiveis a
acidos, ou seja, alguns compostos tinham problemas de estabilidade ou recuperacédo de acordo
0 pH da matriz sendo o tamponamento dos extratos uma abordagem razoavel (Prestes, 2009).

A primeira modificacdo foi a alteracdo da etapa de particdo, com a adi¢do de
tamponante, com o sal acetato. A escolha desse sal foi devido a este estar disponivel
naturalmente em frutas, com improvavel efeito de interferéncia analitica. Sendo assim, a
ideia foi o de atuar sobre o efeito tamponante, mas sem modificar o método original. Esse
método foi adotado em 2007 como método oficial da Association of Official Analytical
Chemists (AOAC) para a determinacdo de residuos de pesticidas em alimentos (Prestes,
2009).

Com o uso do método de extracdo QUEChERS, foram verificadas necessidades de
alteracdo nos procedimentos. Assim, duas modificacdes do método original foram relatadas:
QUEChERS acetato e QUEChERS citrato (Tabela 11). Essas alteracdes buscavam melhorar o
pH, visto ocorrer correcdo do mesmo, causando efeitos negativos sobre alguns agrotoxicos
dependentes do pH (Anastassiades et al., 2007). Lehotay no seu trabalho desenvolveu o
método QUEChERS acetato, promovido pela adicdo de acetato de sodio (Lehotay et al.,
2005).

Tabela 11- Versdes e etapas dos métodos QUEChERS.

QUEChERS Orriginal * QUEChERS acetato” QUEChERS citrato®
Extracdo 10g amostra 15 g amostra 10g amostra
10 ml acetonitrila 15 mL acetonitrila 10 ml acetonitrila
Partigdo 4 g Sulfato deMagnésio 6 g Sulfato deMagnésio 4 g Sulfato de Magnésio
1 g Cloreto de Sédio 1,5 g Acetato de Sédio 1 g Cloreto de Sédio
1 g Citrato de Sodio
Diidratado

0,5 g Hidrogenocitrato
sesqui-hidratado

Limpeza 1 mL sobrenadante 1 mL sobrenadante 1 mL sobrenadante
150 mg Sulfato de Magnésio 150 mg Sulfato deMagnésio 150 mg Sulfato deMagnésio
25 mg PSA 50 mg PSA 25 mg PSA

Fonte: Anastassiades et al, 2003"; Lehotay et al, 2005°; Anastassiades et al, 2007°

Posteriormente, Anastassiades e colaboradores (Anastassiades et al, 2007) propuseram
0 método QUEChERS citrato, promovida pela mistura de citrato de sédio diidratado e o
hidrogenocitrato sesqui-hidratado como responsaveis pelo efeito tamponante. A aplicagdo do
tampdo acetato proporciona maios estabilidade para pesticidas sensiveis a base, ambos 0s

procedimentos mantém o pH constante de 5 a 5,5 durante a extracdo, sem afetar os analitos. O
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tampdo citrato tem a capacidade de tamponamento menor, mas nao produz efeitos negativos na
etapa de limpeza (Prestes, 2009).

Mesmo com o método QUEChERS originalmente voltado para amostras com alto teor
de &gua (80- 95%) como frutas e hortalicas, os resultados positivos para uma ampla gama de
pesticidas levaram a sua aplicacdo em outras matrizes, como alimentos com alto teor de
gordura, pigmentos, bem como uma grande variedade de compostos de natureza e diversas
propriedades. Isso exigiu modificacdes para a melhora do desempenho do método, dentre eles
a adicdo de agua no inicio do experimento, em amostras com baixo teor de agua (<80%),
como cereais, frutas secas, frutas com baixo teor de dgua, mel, especiarias, solo, visando o e
enfraguecimento das interagcdes analito e matriz, com separacdo adequada de fases (Santos et
al, 2018).

Assim, 0 método QUEChERS foi validado com sucesso em Varios laboratérios, sendo
um método oficial pela AOAC International e pelo European Committe for Standardization
(Lehotay et al., 2011), considerado um método flexivel pois pode ser utilizado em diversos
tipos de matrizes, como frutas, vegetais, leguminosas, alimentos de origem animal e
substancias bioldgicas como o sangue. A metodologia serd modificada de acordo as

propriedades do analito.

2.8 Validacdo do método analitico e parametros de qualidade

Em um sistema de analise de substancias quimicas a validacdo dos parametros de
qualidade do método é realizada para assegurar que este seja exato, reprodutivel, flexivel e
funcione adequadamente dentro das condicdes nas quais uma substancia serd analisada. No
processo de validacdo, parametros devem ser incluidos e avaliados, como taxa de
recuperacao, limite de deteccdo, limite de quantificacdo e precisao.

Devido a importancia de um procedimento de validagdo, um grande ndmero de guias
de validacao é elaborado, podendo ser de natureza universal ou especifica. No Brasil, existem
varios guias de validacdo dentre os quais destacam os fornecidos pela ANVISA, o Instituto
Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia (INMETRO). Internacionalmente, a
Comunidade Europeia estabeleceu parametros de validacdo, critérios de desempenho e
interpretacdo dos resultados de métodos analiticos através do guia SANTE/12682/2019.

No processo de validacdo, pardmetros devem ser inclusos e avaliados. Os pardmetros

contemplados séo:
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Recuperacéo

A taxa recuperacgdo € a relacdo percentual entre a concentracdo real e a concentracao
de determinado analito na solucéo, ap6s a aplicacdo do procedimento analitico. A recuperacdo
pode ser definida como a fra¢do da quantidade total do analito presente na amostra, a qual é
obtida apos a finalizacdo do processo de extracdo. A recuperacdo ideal utilizada em
cromatografia liquida de alta eficiéncia varia entre 70 - 120% (SANTE/12682/2019, 2019).

Precisdo

A precisdo avalia a concordancia entre 0s ensaios independentes repetidos de uma
mesma amostra sob condic¢des definidas, estimada por meio do desvio padréo relativo (RSD)
como seu valor ideal de RSD < 20%, e pode ser expressa de trés maneiras: i) Repetibilidade:
Grau de concordancia entre medicOes sucessivas, efetuadas sob as mesmas condi¢cbes em um
periodo curto. ii) Precisdo intermediaria: Grau de concordancia entre varias medicdes
efetuadas sob as mesmas condicGes, porém em dias diferentes, com equipamentos diferentes
ou por outros analistas. iii) Reprodutibilidade: Grau de concordancia entre os resultados
obtidos para uma determinada anéalise realizada por laboratdrios diferentes, mas seguindo a
mesma metodologia (ANVISA, 2017).

Limite de deteccéo (LD)

O limite de deteccdo (LD) é a concentracdo mais baixa para qual um determinado
analito pode ser detectado, mas ndo necessariamente quantificado. A determinacdo deste
parametro pode ser obtida através de método visual, da razdo sinal-ruido, seguindo os
parametros da curva de calibragcdo ou determinacéo do branco, obedecendo as particularidades
do processo analitico em estudo (SANTE/12682/2019, 2019).

Limite de quantificacéo (LQ)

Ja o limite de quantificacdo (LQ) é a menor concentragdo do analito que pode ser
quantificada no experimento, determinada com precisdo e exatiddo que obedegam as
condicgdes experimentais estabelecidas (SANTE/12682/2019, 2019). Assim, quanto menor o
LQ, melhor o resultado do experimento.
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3 OBJETIVOS

3.1  Objetivo Geral

Desenvolver uma revisdo de literatura sistematica sobre a metodologia QUEChERS,
analisando qual o melhor solvente extrator e qual a variacdo do método mais utilizada na

quantificacdo de antibioticos em leite.

4 MATERIAL E METODOS

A revisdo seguiu os procedimentos de revisdo sistematica estabelecidos pelos itens de
Relatorio Preferenciais para a Revisdo Sistematica e Meta-Analises (PRISMA), no qual todo
0 processo de selecéo foi feito a partir do PRISMA 2020, utilizando o Fluxograma para novas
revisdes sistematicas.

A revisdo sistematica foi conduzida por trés revisores, para se tenha a minimizagdo do
risco de viés, ou seja, minimizacdo de erro sistematico que pode ser introduzido em qualquer
etapa do estudo, levando a distor¢Ges no resultado. A pergunta a ser respondida pelo estudo
foi: Qual a variacdo do método QUEChERS mais utilizada, e qual o solvente mais utilizado
para a extracdo de antibioticos em leite. A partir da pergunta foram estabelecidos critérios de

inclusao e excluséo.

4.1  Estratégia de Busca completa

4.1.1 Localizacdo dos Estudos

As buscas foram realizadas nas bases de dados Science Direct, PubMed, Capes
periddicos e Springer Link. Para a estratégia de busca foi utilizado descritores relacionados a
metodologia, antibidtico e a matriz leite. O grupo de descritores foram adaptados para cada
base de dados, combinados por meio do operador booleano “AND’, entre cada termo.

Para aumentar a possibilidade de resultados foram feitas diversas buscas utilizando
palavras variadas, mas que tenham o mesmo objetivo, ou seja, sinbnimos. Em cada base de
dados foi utilizado diferentes estratégias para aumentar a possibilidade de trabalhos
encontrados, e a reducdo de aparecer trabalhos repetidos. Assim em cada base de dados se

utilizou estrategias (Tabela 12).
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Tabela 12- Estratégias de busca.

Base de Dados Estratégia

Science Direct QUEChERS AND milk AND antibiotic
QUEChERS AND bovine milk AND antibiotic
QUEChERS AND dairy AND antibiotic
Miniaturized QUEChERS AND food AND antibiotic

Revista TrAC Trends in Analytical Chemistry QUEChERS
(Science Direct)

PubMed QUEChERS AND milk
QUEChHERS in food AND antibiotic AND milk
Method QUEChERS AND antibiotic AND milk
Food AND antibiotic residues AND QUEChERS
Miniaturized QUEChERS

Springer Link QUEChERS AND milk AND antibiotic
Miniaturized QUEChERS AND milk AND antibiotics

Periddico CAPES QUEChERS AND milk AND antibiotic
Miniaturized QUEChERS

Observa-se que a revista TrAC Trends in Analytical Chemistry, foi a Unica inclusa na
pesquisa, isso acontece pois dentre as revistas inclusas na base de dados Science Direct, € a

que apresentou maiores resultados relacionados ao interesse da pesquisa.

4.2 Critérios de Inclusao

Foram incluidos os estudos publicados entre os anos 2003 (ano da inser¢do da técnica)
e 2021, que apresentaram a metodologia para a deteccdo e quantificacdo de quaisquer classes
de antibioticos, e nos quais fosse verificado a metodologia QUEChERS como o método de
preparo de amostra, indicando o emprego do método, verificado no resumo, material e
métodos. Foram incluidos artigos de pesquisa na lingua inglesa. Os estudos incluidos
poderiam aplicar a metodologia QUEChERS em medicamentos veterinarios, no entanto,

imprescindivel que os dentre as classes dos medicamentos tivesse antibioticos.

4.3 Critérios de Exclusao

Foram excluidos anais de conferéncias, resumos de congresso, relatos de casos,
capitulos de livro, enciclopédia, pois 0 objetivo principal € a busca de trabalhos primarios e
experimentais. Alem destes, ndo foram inclusos estudos usando aplicacdo da metodologia

QUEChERS em outras matrizes como mel, tecidos de animais, peixes, racao, solo, suinos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1  Selecéo dos Estudos

Um total de 1201 estudos foram encontrados nas bases de dados por meio do usa das
estratégias de busca. Desse total de 1201, 794 estudos foram encontrados no Science Direct;
177 estudos encontrados no PubMed; 120 estudos nos periddicos Capes e 110 estudos no
Springer Link. Inicialmente, foram removidos 22 estudos duplicados e 9 estudos sem acesso,
além destes, 1103 estudos foram removidos por ndo se encaixarem nos critérios de incluséo,
totalizando 1134 estudos removidos; totalizando 67 estudos incluidos nos registros em
triagem, sendo a primeira leitura completa do trabalho.

Apos essa primeira leitura na integra desses 67 estudos, 48 estudos foram removidos,
com a leitura detalhada to texto, percebeu-se que esses trabalhos ndo tratavam da metodologia
QUEChERS como desejado, assim, sobrando 19 estudos. Destes 19 estudos, lidos novamente

na integra nenhum estudo foi removido, tendo 19 estudos inclusos na revisao.

5.2 Estudos excluidos

Foi estabelecido para critérios de elegibilidade, estudos que apresentarem a
metodologia QUECHhERS para extracdo e purificacdo de matrizes quaisquer classes de
antibidticos em matriz leite bovina. Essa estratégia foi utilizada na busca dos estudos, através
do uso dos descritores especificos, mas mesmo com o uso dos descritores e operador
booleano, houve a exibicdo de estudos que ndo validavam o critério inicial.

As razdes para a exclusdo dos estudos durante a sele¢do foram:

i) Aplicagdo da metodologia QUEChERS em outras matrizes, principalmente mel, tecido
animal, suinos, racdo para animais, leite humano, maricultura, casca de camardo, ou
seja, ndo utilizaram leite de origem animal para testarem o método analitico

i) Aplicacdo da metodologia QUEChERS miniaturizado em outras matrizes como
sangue, azeite, nozes, vinho, orégano, tecido muscular, ervas, frutas, hortalicas,
crustaceos, agua, café e mel

iii) Quantificacdo de outras substancias, os pesticidas /agrotdxicos e outros agentes

quimicos que ndo se enquadram ou tivesse a classe de medicamentos antibidticos.
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5.3  Caracteristicas dos estudos
5.3.1 Publicagdes incluidas na revisao

Foram incluidos na revisao sistematica de literatura 19 estudos a pergunta cientifica:
Qual a variacdo do método QUEChERS mais utilizada, e qual o solvente mais utilizado para a
extracdo de antibidticos em leite. Observa-se que dentre as bases de dados utilizadas, dois
estudos foram selecionados do Springer Link, oito estudos do PubMed, dez estudos do

Science Direct e nenhum estudo foi selecionado dos periddicos Capes.

Figura 5- Publicagdes incluidas na reviséo, encontradas em suas respectivas bases de dados.

(=2}

e

ra

Springer Link PubMed Science Direct
Base de dados

5.3.2 Classes de antibiodticos relatados nos estudos encontrados

Dentre as classes de antibidticos, as que mais foram observadas nos estudos foram os
Beta-lactdmicos, Sulfonamidas, Macrolideos, Tetraciclinas e Quinolonas. Em relacdo aos
trabalhos selecionados, os paises que mais apresentaram estudos foram a China, Brasil,
Espanha, seguidos da Pol6nia, Taiwan, Egito, Libano e Italia.

Dentre as classes de antibidticos relatados nos estudos incluidos, na China 70,5% dos
estudos se concentraram nos Beta-lactdmicos, Sulfonamidas e Macrolideos; na Espanha
71,7% sdao relatos com Beta-lactdmicos, Sulfonamidas e Quinolonas, por fim, no Brasil,
66,6% sdo com Beta-lactamicos, Sulfonamidas e Macrolideos. Na Polénia e Taiwan 100%
dos estudos se concentraram no Anfenicol; no Egito 100% dos estudos se concentraram na
Cefalosporina; o Libano, os antibidticos relatados em seus estudos sdo as Quinolona,

Sulfonamida, Tetraciclina, e a Italia com Beta-lactamico, Quinolona e Anfenicol (Tabela 13).
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Tabela 13- Paises e classes de antibioticos relatados nos estudos avaliados.

Classes de China Espanha Brasil Polénia Taiwan Egito Libano Itélia
antibioticos (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Beta- Lactamicos 31 16 25 - - - - 33,3
Sulfonamida 27 38 25 - - - 33 -
Macrolideo 14 10 17 - - - -
Quinolona 9 18 - - - - 33 33
Aminoglicosideo 7 1 - - - - - -
Tetraciclina 6 12 8 - - 33 -
Anfenicol 4 3 8 100 100 - - 33
Cefalosporina - - - - - 100 - -

Os dados indicam que as familias de maior presenca nos estudos foram os Beta-
lactdmicos, as Sulfonamidas e os Macrolideos. Em fino artigo, Virto et al (2022) indica,
também que estas familias sdo bastante estudadas nos estudos ao redor do mundo,
principalmente os Beta-lactamicos e Sulfonamidas, devido sua presenga em forma de residuos
em amostras de leite.

A demanda por alimentos é crescente, em especial o leite e derivados. Neste setor o
uso de antimicrobianos para garantia da sadde animal, também se elevara, principalmente
paises como do BRICS (Brasil, Russia, india, China e Africa do Sul) (Wall et al., 2016).
Relatos cientificos indicam que a Asia é o continente de maior consumo de antibidticos
veterinarios, principalmente india, Tailandia, Coreia do Sul e China (Mulchandani et al.,
2023). Até 2030 o consumo de antimicrobianos na Asia esta projetado para representar cerca
de 82% do consumo global, sendo a China a maior produtora e comercializadora, com
producgdo de cerca de 210 mil toneladas de antibidticos anualmente em 2030 (Yang et al.,
2019).

Em funcdo da importancia do consumo de leite e derivados para o desenvolvimento
humano, a China mostrou elevacdo do consumo (Zhang et al.,2020). Nesta dinamica, a
vigilancia é essencial no controle e prevencdo de perigos alimentares. O sistema de
monitoramento para a garantia da qualidade dos produtos lacteos foi bem estabelecido por
muitos paises (Codex Alimentarius, 2018; Comissdo Europeia, 2010; Health Canada, 2017).

Na China os regulamentos sobre a administracao de antibioticos humano e animal, tém
longo historico e atualizagcbes constantes (China Agricultura Press, 2020), mesmo assim,
ainda sdo considerados poucos. Esta politica visa mitigar o consumo de antibioticos no setor
pecuario, que, em funcdo do uso e manejo indevido de antibidticos, impulsionou a
disseminacdo antimicrobiana na China (Lu et al., 2021). Dessa forma, este conjunto de
politicas visa maior controle de resisténcia antimicrobiana (Zeng et al.,2017; Xiao e Li, 2016).
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Internacionalmente, o pardmetro sobre a regulamentacdo de alimentos é o Codex
Alimentarius, programa conjunto entre a Organizacdo das NacGes Unidas para a Agricultura e
Alimentacdo (FAO) e da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), instituido em 1963, com
funcdo de protecdo da salde populacional em face da ameaca provocada pelos residuos e
contaminantes presentes nos alimentos (FAO/WHO, 2017). Considerando a Unido Europeia
(UE) como um dos maiores parceiros do Brasil no comércio internacional de alimentos, é
importante que os programas nacionais de monitoramento considerem também os valores de
Limite Maximo Residual dispostos no Regulamento da Comissdo Europeia n° 37 de 2010
(European Commission, 2010) para as substancias farmacologicamente ativas em diferentes
matrizes de origem animal, atendendo assim as exigéncias do bloco econémico em relacéo
aos residuos em produtos de origem animal (Mauricio, Lins e Alvarenga, 2009).

No Brasil, o Ministério da Saude, por meio da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), é o 6rgdo responsével por estabelecer os limites maximos de residuos
em alimentos, seja de medicamentos veterinarios, agrotoxicos, contaminantes e aditivos. Para
o0 controle de residuos de medicamentos de uso veterinario, 0 Ministério da Saude, por meio
da ANVISA, criou o Programa de Analises de Residuos de Medicamentos Veterinarios
(PAMVet) (ANVISA, 2003), iniciado em 2002, e oficialmente instituido pela RDC n° 253,
de 16 de setembro de 2003, com propdsito de avaliar os riscos do consumo de alimentos
provenientes de animais com uso de medicamentos veterinarios (Brasil, 2020).

Por sua vez, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), atuando
no controle e a vigilancia dos residuos de medicamentos veterinérios nos alimentos de origem
animal, criou o Plano Nacional de Controle de Residuos em Produtos de Origem Animal
(PNCR), plano, instituido pela Instrucdo Normativa n° 42, de 20 de dezembro de 1999, que
regulamenta os procedimentos para 0 monitoramento e a investigacdo dos niveis de residuos e
contaminantes nos setores de alimentos de origem animal (Brasil, 2020).

E notdrio grande contribuicdo da comunidade cientifica brasileira, com a busca pela
relacdo do perfil e a evolucdo da resisténcia antimicrobiana de diversos animais e alimentos,
juntamente ao monitoramento da legislacdo Brasileira frente ao cumprimento das préticas
voltadas a reducgd@o da resisténcia antimicrobiana, ha o estabelecimento de regulamentacdes
legais um maior rigor quanto ao uso de antibidticos e aditivos para melhor desempenho
animal (Rabello et al., 2020). Além disso, protocolos terapéuticos sdo bastante usados no
tratamento de mastite nos rebanhos, com o uso de terapia combinada para todas as classes

antimicrobianas (Swinkels et al., 2013; Tomazi; Santos, 2020).
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Na Espanha, assim como na Unido Europeia, os antibiéticos ndo podem ser usados
para promover o crescimento animal, tratado apenas com recomendacdo veterinaria, no
entanto, niveis extremamente altos de quinolonas sdo usados na medicina veterinaria
(European Medicines Agency, 2016). E comum que os medicamentos sejam administrados
na prevencao de doencas de rotina, significando a prescricdo e seu uso via ragdo ou agua,
mesmo que nenhuma doenca seja diagnosticada em nenhum animal (European Medicines
Agency, 2016).

No periodo entre 2010 e 2018 as vendas e padrdes de vendas de antibiGticos na
Espanha variavam. De 2010 a 2014 foi observado aumento, mas a partir de 2015 foi
observada uma queda, sendo atribuido a adocdo do Plano Nacional Espanhol contra a
Resisténcia aos Antibioticos em junho de 2014 (European, 2013). Plano esse que continha
estratégias para a promocao do uso adequado, garantindo sistemas eficazes de vigilancia e
desenvolvimento de educacdo em salde. Considerada a legislacdo espanhola voltada a
fiscalizacdo de medicamentos veterinarios recente, a sua comunidade cientifica sempre ficou
a frente em pesquisas relacionadas a essa tematica, visto a preocupacao com a salde animal e

humana.

5.4 Variacao da metodologia QUEChERS

Existem trés variacbes da metodologia QUEChERS. Dentre as trés variacdes do
método QUEChERS, a versao original € a de maior uso (15 artigos) em relatos cientificos de
determinacdo de residuos de antibioticos em leite, sendo seguido pelo método QueChERS

acetato (3 artigos), e por fim, o Método QUEChERS citrato com 1 artigo (Tabela 14).

Tabela 14- Variagdes QUEChERS.

Original Acetato Citrato
Arroyo-manzanares (2014) Aguilera-luiz et al., (2008) Lombardo-agiii et al.,(2011)
Freitas et al., (2014) Zhou et al., (2018)

Snhiegocki (2015) 1zzo et al., (2020)

Fernandes et al., (2015)
Zhang et al., (2015)
Dorival-garcia et al., (2016)
Liu (2016)

Tian et al., (2016)

Liu et al., (2017)

Zhou et al., (2017)
Arias et al., (2018)
Rageh et al., (2019)
Jietal., (2021)
Jiaetal., (2022)
Joubrane et al., (2022)
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A versdo original da metodologia QUEChERS, ou seja, a variagdo sem o efeito
tamponante, sem acetato e citrato foi a mais utilizada dentre os autores incluidos neste estudo
em relacdo ao solvente. Parametros de validacdo: taxa de recuperacdo, limite de deteccéo,
limite de quantificacdo e precisdo foram observados nos trabalhos dos autores incluidos na
revisao (Tabela 15).

Tabela 15- Autores incluidos na revisdo com seus respectivos parametros de

validacao.

QUEChERS Original Recuperacéo LD LQ Precisao

(%) (%)
Arroyo-manzanares, 83,6-105 <273pg ™ 329 ng*’ <10
2014
Freitas et al., 2014 85-95 0,0075-1,92 pg ™ 0,025-6,4 ug ™ <11
Sniegocki, 2015 98-103 0,08-0,15 mg/ kg - <20
Fernandes et al., 2015 60,5-70,5 25ug/L 84 ug/L <5
Zhang et al., 2015 73-122 0,03-3,31 ng/kg 0,10-17 pg/kg. <9,61
Dorival-garcia et al., 96-105 0,0001-0,0006 pg/g-*  0,003-0,02 ug/g-* <71
2016
Liu, 2016 96-100 0,2-2 ug - <10
Tian et al.,2016 61,5-118 0,003-1,57 pg/kg™ 0,01-5,2 pg/kg-* <115
Liuetal., 2017 70,5-98 0,02-0,045 ng / g* - <20
Zhou et al., 2017 62,2-115 0.30-0.85 pg/kg 1.1-4 pg/kg <15
Arias et al., 2018 62-125 0,3-17 pg /kg ! 1-50 pg/ kg ! <177
Rageh et al.,2019 83-116 0,005-0,023 pg 0,00045-0,0005 pg <20
Jietal., 2021 60,7-120 0,1-3.8 pg/kg " 0.2-6 pg/kg <74
Jiaetal., 2022 51,2-130 0,01-1 pg/kg 0,05-5 pg/kg < 19,86
Joubrane et al., 2022 62-98 - 5ng /kg™ <14,72
QUEChERS acetato
Aguilera-luiz et al., 70-110 1-4 pg/ kg 3-10 pg/ kg < 13,36
2008
Zhou et al., 2018 70-105 - 0,01 g/kg-31 g/ kg <14
1zzo et al. ,2020 72-93 0,001-0,01 ng/mL 0,005-0,03 ng/mL <20
QUEChERS Citrato
Lombardo-agui et al., 94,6 0,4-6 pg/kg 1,4-20 pg/kg <927

2011
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Em relagéo aos trabalhos utilizando a metodologia QUEChERS original, dentre os 15
autores, 1 autor ndo apresentou taxas de recuperacdo dento da faixa determinada como ideal
(entre 70 e 120%), com sua taxa de recuperacdo abaixo desse valor. 5 autores apresentando
taxa de recuperacdo menor que 70%, mas com a recuperacdo maxima dentro do limite
maximo de 120% (Tian et al.,2016; Zhou et al., 2017; Arias et al.,2018; Ji et al., 2012;
Joubrane et al.,2022). J& os autores que utilizaram a metodologia QUEChERS acetato e
citrato, obtiveram a taxa de recuperacéo dentro da faixa ideal.

Menores limites de quantificagdo (LQ), melhor é o resultado do método. Os menores
valores encontrados foram em autores que fizeram o uso da metodologia QUEChERS original,
significando que a menor concentracdo do composto pode ser determinada com nivel
aceitavel de exatiddo e precisdo. Assim como o limite de deteccdo, os autores que
apresentaram menor limite de deteccdo foram os autores da metodologia QUEChERS original,
ou seja, técnica que se mostrou com boa deteccdo de analitos em quantidades minimas.

A precisdo de um método analitico expressa a proximidade do acordo entre diversas
medidas obtidas de maultiplas amostragens da mesma amostra, ou seja, melhor a sua
reprodutibilidade. Dentre os resultados obtidos na tabela e seu valor ideal menor que 20%,
todas as variagdes QUEChERS apresentaram valores dentre a faixa ideal. A agua é o
constituinte quantitativo mais importante e mais abundante na matriz leite, formada por
ligacbes covalente entre oxigénio e hidrogénio, quanto maior sua polarizacdo, maior a
quantidade de moléculas de agua em interacdo (Park et al., 2007).

A molécula de agua é destaque em relacdo a ligacbes de hidrogénio/ponte de
hidrogénio, sendo uma ligacdo entre a propria molécula de agua ou em outra molécula
presente (Keutsch et al., 2001; Bond 2021).

Para que uma ligacdo de hidrogénio ocorra, é necessario a presenca de um doador e
aceptor, sendo o doador geralmente eletronegativo e com baixo raio atbmico, como 0 como 0
nitrogénio (N), oxigénio (O) e fluor (F), e o aceptor positivo. Na agua, devido a
eletronegatividade do oxigénio, e o hidrogénio apresentando carga positiva, hd uma
proximidade entre esses atomos, com formacdo de novas pontes de hidrogénio (Atkins e
Jones, 2015).

O acetato de sodio é utilizado como tamponante na versdo QUEChERS-acetato,
apresentando ligacdes de hidrogénio entre seus ions e a dgua. Sendo um sal altamente soltvel
em &gua e com sua polaridade, ha a formacéo de interacdes eletrostaticas entre a extremidade

positiva do sodio, com a extremidade negativa da dgua (Qin et al., 2017).
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Nos autores selecionados no estudo, a acetonitrila foi o reagente escolhido dentre todos
o0s autores para sua aplicacdo na fase de extracdo, independente da variagdo do método. A
acetonitrila € uma molécula organica volatil, sendo um nitrilo com ligacdo tripla entre
carbono e nitrogénio. Seu carater anfifilico torna a acetonitrila um bom solvente, com boas
interacbes dipolo- dipolo, com forte ligacdo entre moléculas polares (Cohen et al., 2022).

A solubilidade de qualquer substancia € devido a interacdo entre o solvente e soluto,
assim, as forcas atrativas do soluto com o solvente deve ser intensa o suficiente para
compensar e quebras as forgcas da molécula do soluto (Martins; Lopes; De andrade, 2013).

A acetonitrila vem sendo considerada o solvente mais adequado para a extragdo de uma
alta variedade de compostos com ampla faixa de polaridade, devido sua alta miscibilidade e
penetracdo em agua. O atomo de nitrogénio é a principal contribuinte para a sua polaridade e
eletronegatividade, portanto considerado 6timo extrator quando a matriz possui a &gua em sua
constituicdo (Qinetal., 2017).

Observa-se que a versdo QUEChERS acetato e citrato, sdo usadas como tamponantes,
ambas utilizam a acetonitrila, mas com adi¢do sais para melhor estabilidade de pH. A
versao QUEChERS original desempenha melhor extracdo, taxas de recuperacdo, limite de
quantificacdo e precisdo, mesmo sem a presenca de agentes tamponante em sua
metodologia.

Em relacdo a metodologia QUEChERS, é importante citar que a solubilidade entre o
solvente, matriz e substancias de interesse é fundamental, visto que para analise
cromatografica, a aliquota final é a substancia organica, com a presenca minima de
interferentes como ceras, gorduras, pigmentos, e com a presenca dos antibidticos, para
analise quantitativa. Assim é de fundamental importancia um grau de afinidade entre o
solvente e classe antibidtica.

Os Beta-lactdmicos sdo um grupo de antibiéticos que apresentam um anel beta-
lactdmico ligado ao atomo de carbono e oxigénio por ligacdo dupla. Os antibioticos sdo
geralmente compostos polares, podendo ter ligacdes de hidrogénio em suas moléculas, a
penicilina é um representando dessa classe, apresentando em sua estrutura a molécula de
oxigénio (Katzung; Masters; Trevor, 2017).

A acetonitrila como dito, € um solvente de caracteristicas anfifilicas, permitindo a
interagdo com os antibidticos pela ligagdo de hidrogrénio. Quando esse solvente é
adicionando ao leite, os antibidticos presentes na matriz sdo extraidos e dissolvidos na

acetonitrila, formando uma solucdo. Nesse processo as ligacbes de hidrogénio entre 0s
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antibioticos e solvente podem aumentar a interacdo molecular, melhorando a eficiéncia da
extracdo (Qin et al., 2017).

Outro grupo de antibioticos encontrado nos trabalhos selecionados foram as
sulfonamidas. Grupo este que possui atomo de enxofre ligado a dois &tomos de oxigénio e
ligacdo com nitrogénio. Com a presenca de oxigénio em sua estrutura percebe-se a
possibilidade de interacdo com a molécula de agua da matriz leite, e maior facilidade de
extracao do antibiotico pelo solvente extrator (Cohen et al., 2022).

Os macrolideos, classe de antibidticos, sdo constituidos por anel macrociclico de
lactona, que se ligam em um ou mais agUcares por ligacdo glicosidica. Sdo um éster ciclico,
de carater polar, entretanto quando menor sua massa moléculas, maior sua polaridade apolar
(Katzung; Masters; Trevor, 2017). Sua estrutura apresenta ligacdes de oxigénio e carbono,
possibilitando a ligacdo de hidrogénio, interacdo com a &gua na matriz leite,
consequentemente um processo de extracao eficaz pelo solvente (Atkins e Jones, 2015).

As quinolonas sdo classes antibioticas conhecidas pelos seus anéis hexagonais, atomo
de nitrogénio e oxigénio; classificadas de acordo a sua geracdo, no qual na segunda geracédo
ha as fluoroquinolonas, compostas por um atomo de fldor ndo observado nas outras
quinolonas (Katzung; Masters; Trevor, 2017).

A presencga de nitrogénio, oxigénio levam a uma possibilidade de interagdo molecular
com os atomos de agua. Devido a eletronegatividade presente nas quinolonas, ha uma atracédo
para com a molécula da agua. Além disso, nas fluoroquinolonas com presenca do fldor,
considerada a mais eletronegativa, existe interacdo muito forte, com dipolos acentuados, com
necessidade de energia muito alta para o rompimento da ligacdo com a agua, podendo ser

extraida pelo solvente extrator (Atkins e Jones, 2015).
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6. CONCLUSAO

Concluimos que os pesquisadores que mais usam metodologia QUEChERS para
deteccdo de residuos de antibidticos em leite sdo os chineses, espanhois e brasileiros; o
solvente mais utilizado na fase de extracdo é a acetonitrila, e que a versdo QUEChERS
original ¢ a mais utilizada para extracdo e purificacdo de amostras com residuos de

antibioticos em leite.
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